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Resumo

Introdugao: O cancer de figado ocupa o quinto lugar em incidéncia e o terceiro
em mortalidade em todo o mundo. A maioria dos novos casos e mortes ocorre em paises
em desenvolvimento. A cirrose ¢ um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (CHC). Varios estudos demonstram que
polimorfismos nos genes Citocromo P450 (CYPs) podem contribuir para a etiologia de
doengas complexas, assim como o cancer de figado. Os polimorfismos nos genes desta
familia podem alterar a expressdo ou a fun¢do da proteina e influenciar os niveis
individuais de detoxifica¢do que contribuem para o desenvolvimento de doencgas
hepaticas. Objetivo: Investigar a associagdo dos polimorfismos CYPIAI*24
(rs4646903), CYPIAI*2C (rs1048943), CYP2EI*5B (rs2031920 e CYPIEI*6
(rs6413432) e o risco para cirrose ¢ CHC. Casuistica e métodos: Foram avaliados 745
individuos (160 pacientes com cirrose, 97 com CHC e 488 controles). Os polimorfismos
foram investigados por Reacdo em Cadeia da Polimerase / Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP) e PCR em Tempo Real. As
analises estatisticas foram realizadas por Qui-quadrado, Regressdo logistica binaria. A
analise de sobrevida foi realizada utilizando a Curva de Kaplan Meier e o teste Log-
rank. Resultados: Os resultados mostraram que a idade > 60 anos foi associada com
CHC (OR = 12,22; IC 95%: 7,17-20,82; p <0,001) e idade > 57 anos foi um fator de
risco para cirrose (OR = 7,12 IC 95% 4,68-10,84; p < 001). Hepatite B (OR = 7,84; IC
95%: 1,86-33,08; p = 0,005) e alfa fetoproteina > 500 ng / mL (OR = 3,73; IC 95%:
1,25-11,13; p = 0,018) foram associadas com CHC. Os polimorfismos CYPIAI *2A,
CYPIAI *2C, CYP2EI *5B ¢ CYP2EI *6 ndo foram associados ao risco de CHC e

cirrose (p> 0,05), assim como os haplétipos CYPIAI e CYP2EI (P> 0,05). Nao houve



interagdo entre os polimorfismos e o consumo de tabaco ou alcool no risco para CHC e
cirrose (p> 0,05). Nao foi observada associagdo entre os polimorfismos ¢ parametros
clinicos em pacientes com CHC (p> 0,05). Os polimorfismos CYP2EI *5B ¢ CYP2E]
*6 foram associados com reducéo da sobrevida em pacientes com CHC (p = 0,0234 e p
= 0,0424, respectivamente). Conclusio: Este estudo conclui que a idade estd associada
ao risco de desenvolver CHC e cirrose e os polimorfismos CYP2EI *5B e CYP2EI *6

contribuem para a redugdo da sobrevida em pacientes com CHC.

Palavras-chave: Polimorfismo; Xenobidticos; Cirrose hepatica; Carcinoma

hepatocelular; CYP1A1; CYP2EL.



Abstract

Introduction: Liver cancer ranks fifth in incidence and third in mortality
worldwide. Most new cases and deaths occur in developing countries. Cirrhosis is a
major risk factor for hepatocellular carcinoma (HCC). Several studies have shown that
polymorphisms in cytochrome P450 (CYPs) genes can contribute to the etiology of
complex diseases, as well as liver cancer. Polymorphisms in the genes of this family can
alter the expression or function of the protein and influence the individual levels of
detoxification, which contribute to the development of liver diseases. Objective: To
investigate the association between the genetic polymorphisms CYPIAI*2A4
(rs4646903), CYPIAI*2C (rs1048943), CYP2EI*5B (rs2031920), CYPIEI*6
(rs6413432) and the risk of hepatic cirrhosis and HCC. Casuistic and Methods: Seven
hundred and forty-five subjects (160 cirrhosis patients, 97 HCC patients and 488
controls) were evaluated. Polymorphisms were investigated by polymerase chain
reaction / restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) and Real-Time PCR.
Statistical analyses were performed by chi-square and binary logistic regression.
Survival analysis was performed using Kaplan Meier curve and Log rank test. Results:
The results showed that age > 60 years was associated with HCC (OR = 12.22, 95% CI:
7.17-20.82, p <0.001) and age >57 years was a risk factor for cirrhosis (OR = 7.12 CI
95% 4.68-10.84, p <0.001). Hepatitis B (OR = 7.84, 95% CI: 1.86-33.08, p = 0.005) and
alpha fetoprotein> 500 ng / mL (OR = 3.73, 95% CI: 1.25-11, 13; p = 0.018) were
associated with HCC. The polymorphisms CYPIAl *2A4, CYPIAl *2C, CYP2EI *5B
and CYP2E1 *6 were not associated with risk of HCC and cirrhosis (p> 0.05), as well
as CYPIAI and CYP2EI haplotypes (p > 0.05). There was no interaction between

polymorphisms and smoking or alcohol consumption in the risk for HCC and cirrhosis



(p> 0.05). No association was found between the polymorphisms and clinical
parameters in HCC patients (p> 0.05). CYP2EI *5B and CYP2EI *6 polymorphisms
were associated with a reduction in survival in HCC patients (p = 0.0234 and p =
0.0424, respectively). Conclusion: This study concludes that age is associated with the
risk of developing HCC and cirrhosis, and CYP2EI *5B and CYP2EI *6

polymorphisms contribute for the reduced survival in HCC patients.

Keywords: Polymorphism; Xenobiotics; Hepatical cirrhosis; Hepatocellular

carcinoma; CYP1A1; CYP2EL.



1.INTRODUCAO




1.1.Introducao

O cancer é um grupo de doencas caracterizado pelo crescimento descontrolado
de células que possuem capacidade de invadir tecidos e 6rgdos, e pode ser causado por
fatores externos (tabaco, produtos quimicos, radia¢do e organismos infecciosos) e
fatores internos (mutacdes herdadas, alteragdes hormonais, condi¢gdes imunes e
mutagdes). Esses fatores podem agir em conjunto ou em sequéncia para promover a
carcinogénese. @

O carcinoma hepatocelular (CHC) é o tipo de cancer primario de figado mais
comum, que se desenvolve a partir das principais células do figado chamadas
hepatédcitos. E mais comum em pessoas com figado comprometido por cirrose e em
homens.? O risco de desenvolver CHC pode ser multifatorial, sendo a idade do
paciente, a gravidade da doen¢a hepatica no inicio do tratamento, persisténcia pds-
tratamento de fibrose excessiva no figado, coexisténcia de diabetes, abuso de alcool e
excesso de peso, alguns dos fatores relacionados ao aumento do risco para CHC.®

A carcinogénese ¢ decorrente de varios fatores, dentre os principais estdo a
cirrose hepatica e as hepatites virais para os virus B (VHB) e C (VHC). Porém existem
outros fatores importantes, como os fatores hormonais e genéticos, carcindogenos
quimicos, a exposicdo a aflatoxina, o consumo excessivo de alcool, xenobidticos e
algumas condi¢des heredofamiliares. Além de todos esses fatores, alguns estudos
revelam que o consumo de tabaco, uma dieta pobre em alimentos que contém
antioxidantes, a exposi¢do ambiental ao arsénico, obesidade e esteatose hepatica sdo
também fatores de risco para o desenvolvimento do CHC.*Y) Uma outra causa comum da
doenga hepatica tem sido a Doenga Hepatica Gordurosa ndo alcoolica (DHGNA), que

atualmente ¢ a terceira causa de indicacgdo de transplante de figado nos Estados Unidos,



sendo a VHC e Doen¢a Hepatica Alcdolica (DHA) os primeiros lugares,
respectivamente. ©

A cirrose & o fator de risco mais importante para o desenvolvimento de CHC © ¢
esta presente em 90% dos pacientes com CHC.? A triagem e o diagndstico precoce de
cirrose sdo de extrema importancia, pois permitem o acompanhamento da doenca
e detecciio de complicagdes relacionadas, especialmente hipertensio portal e o CHC.®

A doenca hepatica alcoolica (DHA) ¢ uma das principais causas de doengas
avancadas do figado em todo o mundo. ® O impacto sistémico do abuso de alcool se
reflete na maior incidéncia de condi¢des significativamente comorbidas relacionadas a
doengas que abrangem todas as idades. O dalcool esta relacionado a incidéncia
de diabetes mellitus, hipertensdo, doenca cardiaca isquémica, disritmias, acidente
vascular cerebral e pneumonia, fatores que contribuem para o risco de doenga hepatica
(19 Enquanto que a DHGNA é conhecida por ser a manifestagdo hepatica da sindrome
metabolica, sendo definida quando ha trés ou mais fatores relacionados ao IMC,
triglicerideos, baixos niveis de colesterol HDL, hipertensio arterial e diabetes. 41+ 12

As hepatites virais B (VHB) e C (VHC) sdo um dos principais problemas de
saude em todo o mundo que resultam em fibrose hepatica ou cirrose cronica apds uma
infeccdo prolongada. Evidéncias sugerem que as terapias antivirais atuais podem
efetivamente controlar ou mesmo erradicar o VHB e VHC, e subsequentemente
melhorar ou mesmo reverter a cirrose, complicagdes cirréticas e evitar o CHC. 42

VHC ¢ um virus que utiliza o metabolismo da lipoproteina do hospedeiro para a
persisténcia da infec¢do. VHC e lipideos interagem nas etapas criticas do ciclo de vida

do virus C (replicagdo, montagem, secrecdo e entrada nos hepatocitos) e este ¢

fortemente associado a atividade inflamatoria, a progressdo da fibrose hepatica e ao



desenvolvimento do CHC."? A infecgéo cronica pelo virus VHC é um fator patogénico
primério para o desenvolvimento do cancer de figado.?’

A infecco cronica pelo VHB € um importante fator de risco o desenvolvimento
e progressdo do CHC e estd associada a um prognostico desfavoravel. Muitos estudos
demonstraram que o inicio do tratamento antiviral no tempo adequado ndo € apenas
essencial para prevenir a incidéncia de CHC em pacientes cronicos com hepatite B, mas
também importante para reduzir a reativagdo do VHB, melhorar a fun¢do hepatica,
reduzir ou retardar a recorréncia do CHC e prolongar a sobrevida global de pacientes
com CHC ap6s terapias curativas e paliativas.">

O desenvolvimento de varios estagios do cancer de figado esta associado com o
acumulo de alteracdes genéticas e epigenéticas. A longa laténcia do desenvolvimento do
CHC ap6s a infecgdo primaria pelo VHB reflete uma via de desenvolvimento indireta,
onde a integragdo de VHB tem o efeito principal de alterar a regulagdo de genes. As
variagdes de sequéncia e as alteragdes estruturais do genoma do VHB que modificam a
estrutura da proteina viral, geram novas proteinas quiméricas HBx humanas que podem
exercer um efeito alterado facilitando a evasdo da vigilancia imune do hospedeiro e / ou
contribuindo para a tumorigénese. ¢

Atualmente, existem varios tratamentos e cuidados paliativos para o CHC. A
classificagdo Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) (Figura 1) é uma das mais
recomendadas para a indicagdo do melhor tratamento do doente. Os estadios
considerados s@o precoce, inicial, intermedidrio, avancado e terminal. Sendo que os
procedimentos como ressecgdo, ablacdo e transplante sdo os mais indicados nos estadios

iniciais da doenga. Enquanto que a quimioembolizacdo ¢é indicada no estadio

intermediario e a utiliza¢do de sorafenib nos estadios avancados do cancer. O cuidado



paliativo ¢ indicado para os pacientes em estadio terminal, com a inten¢do de melhorar a

qualidade de vida. @
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Figura 1. Estadiamento BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) Abbreviations:
CLT, cadaveric liver transplantation, LDLT, living donor liver transplantation;, M,
classificagdo metastase; N, classificagdo de nddulos; OS, overall survival; PEI,

percutaneous ethanol injection; PST, performance status test, RF, radiofrequency,

TACE, transarterial chemoembolization. @

Além disso, as interagdes entre fatores genéticos e ambientais levam a um
conjunto quase ilimitado de fendtipos que afetam a degradacdo de xenobidticos no
figado. No entanto, deve ser salientado que outros fatores e, em particular, os estados
patoldgicos, também tém impacto no metabolismo e / ou na excre¢do de xenobioticos e

também nas condi¢des especificas do figado, onde a doenga pode causar mudancas



adaptativas globais na regulacdo de genes / proteinas. Por sua vez, essas mudangas
adaptativas podem causar respostas diferenciais coordenadas que podem, em ultima
instancia, afetar a toxicidade xenobiotica.

O figado é o principal 6rgdo de metabolismo e excre¢do de drogas e
xenobidticos, realizado por um sistema altamente integrado que consiste em: hidroélise,

a2 Participam do metabolismo de

oxidacdo ou reducdo, conjugacdo e excrecdo.
xenobidticos as enzimas do metabolismo oxidativo mediado ou de Fase I e as enzimas
conjugadas ou de Fase II (Figura 2). O metabolismo oxidativo ¢ mediado pelas enzimas
da familia Citocromo P450 (CYP) e pelas enzimas epoxido hidrolase microssomais
(mEHs), as quais convertem os metabolitos altamente reativos em compostos
carcinogénicos. @ O metabolismo de Fase II envolve as Glutationas S-trasferases
(GSTs) e outras familias de enzimas, tais como UDP-glucoroniltranferases (UGTs), N-
acetiltransferases (NATSs), Sulfotransferases (SLTs) e Thio-purina-S-metiltransferases
Além disso, na Fase III de biotransformacdo ocorre ativagdo de transportadores
de membrana para transportar drogas e outros xenobidticos através das membranas

celulares. @V
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Figura 2. Metabolismo dos xenobidticos. CYPs: Citocromos P450; mEH:
Epdxide hidrolase microssomal; NATSs: N-acetiltransferases; GSTs: Glutationa-S-
Transferases; UGTs: UDP-Glucoroniltransferases; SLTs: Sulfotransferases: “MDRs:

Multiple Drug Resistences”.

Os genes que codificam enzimas da familia Citocromo P450 (CYP 450) séo
fundamentais em muitos processos bioldgicos. Assim, alteragcdes nestes genes podem
levar ao desenvolvimento de varias doengas. Existe um gradiente de respostas
fenotipicas que ocorrem quando ambas as copias de um gene CYP carregam mutagdes
missense ou estdo completamente ausentes.*®

A via de transformacdo oxidativa de firmacos e outros xenobidticos mediada por
CYP ¢ critica para a eliminacdo da toxicidade do organismo hospedeiro. O bom
funcionamento desta via depende da formacdo eficaz de complexos proteina-proteina
entre as CYP, os seus parceiros de transferéncia de elétrons e outras proteinas que

podem influenciar a sua fung@o. As alteragdes nas enzimas CYP ou em uma proteina

interativa podem levar a defici€ncias ou vias alternativas de biotransformacgdo, que por



sua vez podem produzir metabolitos toxicos. Portanto, uma compreensdo abrangente

r

dos diferentes tipos e fungdes das interagdes proteina-proteina é necessaria para
prevenir e tratar tais toxicidades.

O metabolismo hepatico da maioria dos agentes neuropsicofarmacoldgicos pode
ser alterado em varias situagdes, como quando os pacientes também recebem
medicamentos que influenciam as enzimas CYP responsaveis pelo metabolismo do
farmaco ou quando fumam ou t€ém doenga hepatica. As consequéncias do metabolismo
alterado dos farmacos incluem a eficacia da medicag¢do comprometida ou o aumento dos
efeitos adversos da medicagdo. As medidas corretivas incluem adequagdo de dose ou o
uso de medicamentos que ndo sdo metabolizados ou sdo minimamente metabolizados

- . 24)
pelas enzimas CYP no figado.

As varia¢des nas enzimas metabodlicas ha muito tempo foram postuladas
como fatores de risco para a suscetibilidade genética de desenvolvimento do céancer, ou
toxicidade de farmacos quimioterapéuticos e resisténcia a farmacos. O gene CYPIAI
pelo seu papel-chave no metabolismo xenobiotico, tém sido extensivamente estudado

(25)

como um marcador para o cancer. Estudo de meta-andlise indicou que o

polimorfismo CYPIAI*2A pode estar associado a um risco aumentado de CHC
em asidticos. @®
O etanol contribui para a doenga hepatica alcodlica (DHA), mas também é fator

. o) P 2
de comorbidade para outras doencas hepaticas cronicas.??

O etanol e certas drogas
competem pelo metabolismo mediado por CYP2E1. A enzima CYP2E]1 ¢ induzida apds

o consumo cronico de alcool e o metabolismo de farmacos, os quais também sdo

substratos para a CYP2E1, também ¢ aumentado. Além do etanol, a CYP2E1 pode



oxidar outros compostos incluindo acetona, benzeno e outros alcoois e pode representar
cerca de 10% da capacidade total de oxidacdo do figado.®®
CYP2E1 pode estar envolvida no estresse oxidativo induzido pelo etanol

28. 2 . . 1, .
@8 2 (O estresse oxidativo regula os processos fisiologicos e

causando lesdo hepatica.
fisiopatologicos no sangue e contribui para uma variedade de doengas hepaticas. A
geracdo de espécies reativas de oxigénio por CYP2E1 esta envolvida na doenca
hepatica alcodlica por meio da regulagdo da esteatose hepatica, morte hepatocelular e
sensibilidade a insulina. ¥ Os polimorfismos CYP2EI *5B ¢ CYP2EI *6 mostraram
um efeito favoravel no cancer hepatocelular.2"

As doengas autoimunes que envolvem CYP2E1 desempenham papel importante
na lesdo hepatica induzida por hidrocarbonetos halogenados e ionizados, e sdo
detectaveis em cerca de um ter¢co dos doentes com DAH ou CHC avangados. Nestes
ultimos, a presenca de autoanticorpos anti-CYP2EI é um preditor independente para a
necroinflamacdo extensiva e fibrose.??

O dano hepatico que leva a cirrose € o resultado de um mecanismo complexo
envolvendo efeitos toxicos diretos para um processo inflamatorio contribuindo para
morte dos hepatocitos e fibrose hepatica mediada por secrecdo de varias citocinas. A
reacdo inflamatoria é o processo pelo qual o figado responde as agressdes, tentando
restaurar sua estrutura original e a fung@o hepatica; no entanto, se o dano local ¢
persistente e / ou intenso, a manuten¢do da resposta inflamatoria d4 origem a uma
substitui¢do gradual do tecido hepatico normal por cicatriz fibrotica ndo funcional.
O desequilibrio entre a regeneragdo tecidual e a fibrose determinardo o resultado para a

recuperacdo da saude do figado ou cirrose hepatica. 2



O estudo de polimorfismos em genes relacionados a metabolizagdo de
substancias toxicas ou carcinogénicas pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos
que levam ao desenvolvimento de doengas como a cirrose ¢ o CHC. Esses
conhecimentos podem contribuir para o desenvolvimento de terapias eficazes no
tratamento dessas doengas. Assim, esse trabalho objetiva identificar variantes em genes

que participam do metabolismo de xenobidticos em pacientes cirréticos e com CHC.



1. 2. Objetivos

O objetivo geral foi o estudo molecular do carcinoma hepatocelular e
cirrose por meio da identificagdo de variantes genéticas e fatores de risco. Os
objetivos especificos compreendem:

1.  Avaliar as caracteristicas socio-demograficas e fatores de risco
em pacientes com cirrose ¢ CHC e individuos sem historia de neoplasia
(controles).

2. Investigar a associagdo dos polimorfismos CYPIAI*2A4 (rs
4646903), CYPIAI1*2C (rs1048943), CYP2E1*5B (rs 2031920), CYPIEI*6 (rs
6413432) e o risco para cirrose ¢ CHC.

3. Awvaliar a associagdo dos polimorfismos genéticos e parametros
clinicos dos tumores de figado.

4.  Verificar a interago entre os polimorfismos genéticos e fatores de
risco no desenvolvimento de cirrose ¢ CHC.

5. Investigar a influéncia dos polimorfismos na sobrevida de

pacientes com CHC.



2. CASUISTICA E METODOS




2.Casuistica e Métodos

2.1.Casuistica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de sdo José do Rio Preto (parecer n® 342.964) (Anexo 1) Os pacientes com
CHC e cirrose (grupo caso) receberam todas as informagdes a respeito do projeto e,
apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1), foram
analisadas 257 amostras de sangue periférico obtidas no Servigo Unidade de
Transplante de Figado e Intestino do Hospital de Base, hospital de ensino da Faculdade
de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP). Do total de amostras, 160 foram
provenientes de pacientes com cirrose ¢ 97 de pacientes com CHC. Também foram
avaliadas as amostras de sangue de 488 individuos brasileiros, doadores de sangue sem
historico de cancer, provenientes do Hemocentro do Hospital de Base, os quais foram
incluidos como grupo controle de individuos saudaveis. O protocolo para doadores de
sangue exclui a presengca de 20 doencas cronicas (disponivel em
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/qualidade sangue.pdf). Os dados dos
pacientes foram coletados por meio de questiondrio padronizado (Apéndice 2) e
prontuario médico. Além disso, o critério de inclusdo para a auséncia de tumores foi
realizada com base nas informag¢des obtidas por meio do histérico genealogico dos
pacientes. Foi utilizado um nimero maior de individuos controles para aumentar o

poder estatistico.

2.2. Métodos

2.2.1. Analise dos dados clinicos

Foram analisados os parametros clinicos (Diabetes, hepatite B, C e autoimune,

alfa-feto proteina e BCLC) como fatores de risco relacionados, o tempo de sobrevida



dos pacientes e o tempo de recidiva tumoral. Foi feita a correlagdo dos dados clinicos
com os achados moleculares.

Com base nos dados da Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), consideramos
individuos fumantes aqueles que consumiram mais de 100 cigarros durante a vida e
consideramos consumidores de alcool aqueles pacientes que consumiram mais de um
drink de bebida alcodlica por semana (um drink foi definido como aproximadamente

44mL de licor ou 118mL de vinho ou 350mL de cerve;j a).@)

2.2.2 . Extracdo de DNA a partir de sangue total

O DNA de leucocitos de sangue periférico foi extraido segundo a técnica
proposta por Miller et al. (1988) @2, com modifica¢des, e armazenado em freezer -20°C
para a posterior genotipagem.

Foram coletados aproximadamente 7,0 mL de sangue periférico e transferidos
para um tubo de 15 mL estéreis ja contendo 7mL de Ficoll (proporcdo 1:1). O tubo foi
centrifugado a 1500 rotagdes por minuto (rpm) por 30 minutos. Apds a formacao de trés
fases (plasma, linfécitos e hemaceas), os linfécitos foram transferidos para um novo
tubo com a utilizagdo de uma pipeta Pasteur estéril descartavel. Em seguida, foi
adicionada solucdo salina (PBS 1x) até completar o volume de 15 ml. O tubo foi
centrifugado novamente a 1200 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e
adicionado novamente PBS 1x até completar o volume de 15 mL. Apos centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado, e adicionado 3mL de tampéo de lise, 200 uLL de SDS 10%
e 50 uL de proteinase K (20 mg/mL). A solugdo foi incubada overnight a 37°C. Apds a
digestdo protéica, foi adicionado ImL de NaCl 6M, agitada a solu¢do e em seguida
colocada no gelo por 15 minutos. Apds este periodo, a solugdo foi homogeneizada e

centrifugada a 2000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo



novo de 15 mL, descartando-se o pellet. Apos a adig¢do de etanol 100% gelado, o tubo

foi fechado e misturado por inversdo. O DNA precipitado foi removido para um tubo

contendo 500uL de etanol 70%. Este foi centrifugado a 12000 rpm por cinco minutos. O

DNA foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 200 ul. de tampdo de

elui¢do (10mM Tris-HCI, ImM EDTA).

2.2.3. PCR-RFLP [Reacdo em cadeia da polimerase — (Polimorfismo de

comprimento de fragmento de restri¢do)]

Para avaliagdo dos polimorfismos CYPIAI*2A, CYP2EI*5B e CYP2EI*6

foram utilizados os seguintes protocolos de reacdes de PCR apresentados nos quadros 1,

2¢e3.

Quadro 1. Protocolo de amplificacdo do polimorfismo CYPIAI*2A.

Reacdo PCR Ciclagem
H,O 15,2uL 95°C —-mmmmmmem- 3 minutos
Tampéo 10x (NH4),SO4 [20 mM]------------------ 2,5uL 94°C -------—--- 30 segundos
dNTPs [0,8 mM/ pL] 2,0 uL. 60°C -------—--- 45 segundos 30 Ciclos
CYP (Sense) [0,2 pM/ uL] 0,5 uL 72°C -mmmmmmmmmee- 1 minuto
CYP (Anti sense) [0,2 pM/ pL]---------------=-—--- 0,5 uL 72°C10 minutos
Magnésio (MgCl,) [2,0 mM/ pL]--------====-=-=-- 2,0 uL Gel de Agarose
Tag DNA polimerase [1,5 U/ pL]-------------=----- 0,3 uL 1,5%

DNA [100nM/uL] 2,0uL




Quadro 2. Protocolo de amplificagdo e analise do polimorfismo CYP2E*5B.

Reacdo PCR Ciclagem
H,O 12,2uL
Glicerol 1,5 uL 94°C -----mmmme-- 10 minutos
Tampéo 10X KCL [15mM] ------------ 2,5uL 94°C--mmmmmam- Iminuto
dNTPs [0,8 mM/ pL]-----------=-------- 2,0 uL 72°C --------- 1 minuto 35 Ciclos
CYP (Sense) [0,4pM/ pL]--------------- 1,0 uL 54°C —-m-mmm- 1 minuto
CYP (Anti sense) [0,4pM/ pL]--------- 1,0 uL
Magnésio [1,5mM/pL]----------------—- 1,5 uL Gel de Agarose
Taq DNA polimerase [1,5 U/puL]-------- 0,3 nL 1,5%

DNA [150 nM/pL]--mwnmmmmemmmemmeee 3,0 uL

Quadro 3. Protocolo de amplificacdo e analise do polimorfismo CYP2E[*6.

Reacdo PCR Ciclagem
H,O 15,9uL 94°C —-mmmm-- 10 minutos
10x (NH4),S04 [20 mM]---------========--- 2,5uL 94°C ---mmmmm-- 1 minuto
dNTPs [2,0mM/uL] 2,0 uL 54°C -m-emmmmeee- 1 minuto 35 Ciclos
CYP (Sense) [0,2pmM/pL]------------------ 0,5 uL 72°C ==--=-mmmm- 4 minutos
CYP (Anti sense) [0,2pM/pL]------=-==-=------ 0,5 uL 72°C------ 10minutos
Magnésio[ 1,25mM/uL] 1,25 uL Gel de Agarose
Tag DNA polimerase [1,5U/pL]------------- 0,3 pL 1,5%
DNA [100 nM/uL] 2,0 uL

Os fragmentos correspondentes dos genes CYPIAI e CYP2EI foram

visualizados em gel de agarose, corados com gel red na presenca de um marcador

molecular de 100 pb




- Polimorfismo CYP1A41%2A (rs 4646903) do gene CYP1A1: a investigacdo do
alelo polimérfico (m1) do gene CYPIAI, na regido 3" ndo codificante do gene, foi
realizada pela técnica de PCR-RFLP, apresentada no quadro 4, com a enzima de
restri¢do (Msp I). Primers: sense: 5'-CGA TGA AGA GGT GTA GCC GCT-3'e
anti-sense: 5'-TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT-3'. Fragmentos: T (alelo

selvagem): 340pb e C (alelo polimorfico): 200 e 140 pb3®

Quadro 4. Protocolo de Digestao e analise do polimorfismo CYPIAI*2A.

Reacido PCR- RFLP Ciclagem
H,0O 7,3uL 37°C ------m---- 3 horas
Tampdo 1X (33 mM Tris-acetato (pH 7.9), 10 mM magnésio acetato, Gel de Agarose
66 mM potéssio acetato, 0.1 mg/mL BSA)----------—-—--- 2,0puL
Enzima Msp I [10U/uL] 0,7 pL 2,0%
DNA amplificado 10uL

- Polimorfismo CYP2EI1*5B (rs 2031920) do gene CYP2EI: Foi utilizada a
técnica de PCR-RFLP, apresentada no quadro 5, com a enzima de restricdo Pst [ para o
polimorfismo da regido promotora da posi¢do -1019. Os primers utilizados para
determinag@o do polimorfismo foram: sense: 5°-TCG TCA GTT CCT GAA AGC

AGG-3’; anti-sense: 5>-GAG CTC TGA TGC AAG TAT CGC-3°.GL3®




Quadro 5. Protocolo de Digestdo e anélise do polimorfismo CYP2E*5B.

Reacido PCR- RFLP Ciclagem
H,O 3,0uL 37°C —---m-mmm-- 3 horas
Tampdo 1X (50mM Tris-HCL, 10mM MgCL,, 100mM Gel de Agarose
NaCL, 0,Img/mL BSA) 1,5uL
Enzima Pst I [10U/ uL] 0,5uL 2,0%
DNA amplificado 10,0pL

- Polimorfismo CYP2EI*6 (rs 6413432) do gene CYP2EI: foi utilizada a
enzima Dra [ para a deteccdo do polimorfismo na posi¢do 7766, apresentada no quadro
6 . Os primers utilizados foram: sense: 5' TCG TCA GTT CCT GAA AGG TCA-3’;

anti-sense: 5' GAG CTC TGA TGC AAG TAT CGC-3°. GL3®

Quadro 6. Protocolo de Digestdo e analise do polimorfismos CYP2E[*6.

Reacio PCR- RFLP Ciclagem
H,O 3,0uL 37°C —mmmmmmmee- 3 horas
TampdolX (33mM Tris- acetato, 10mM magnésio acetato, 66mM Gel de Agarose
potassio acetato, 0,1mg/mL BSA) 1,5uL
Enzima Dra I [10U/uL] 0,5uL 2,0%
DNA amplificado 10,0pL

Os produtos da reagdo de digestdo enzimatica foram separados em gel de
agarose 2.0%, corados com gel red na presenca de um marcador molecular de 100pb. A

separagdo das bases pode ser visualizada na Figura 3.
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Figura 3. Analise molecular dos polimorfismos CYP141*2A4 (1), CYP2EI*5B
(II) e CYP2ET*6 (III). Imagens I, II, III correspondem aos géis de agarose 2,0% dos
polimorfismos analisados pela técnica de PCR-RFLP. Coluna M: marcador de peso
molecular 100 pb. I. Coluna 1: genétipo homozigoto selvagem TT. Coluna 2: gendtipo
heterozigoto TC. Coluna 3: gendtipo homozigoto polimorfico CC. II. Colunas 1 e 2:
geno6tipos homozigotos selvagens CI1CI1. Coluna 3: genétipo heterozigoto C1C2. III.
Colunas 1, 2 e 3: gendtipos homozigotos selvagens DD. Coluna 4: gendtipo

heterozigoto DC. Coluna 5: gendtipo homozigoto polimorfico CC.

2.2.4. PCR em Tempo Real

A andlise do polimorfismo CYPIAI*2C foi realizada por meio da reagdo de
PCR em Tempo Real em volume final de 5 pL contendo 10 ng de DNA genomico, 2,5
pL de Tagman Universal PCR Master Mix (AppliedBiosystems), 0,9 uM dos primers
sense e anti-sense e 0,2 uM das sondas especificas para cada alelo investigado,

marcadas com fluor6foros (sondas TagMan, Applied Biosystems). As reagdes foram



realizadas em placas de 96 pocos, no equipamento Step One Plus”™ Real-Time PCR
System (AppliedBiosystems). Primers ¢ sondas especificos para esta variante foram

disponibilizados pelo fabricante.

- Polimorfismo CYPIAI1*2C (rs1048943) do gene CYPIAI: para investigagdo
do polimorfismo no gene CYPIAI, na posigdo 2455 que resulta na substitui¢do de
isoleucina por valina, foi utilizado ensaio TagMan (Applied Biosystems) Assay 1D:
C_ 25624888 50.%Y Na Figura 2 estdo representados os gendtipos a partir das curvas

de discriminagdo alélica.

1A%

A Multicomponent Plot B Multicomponent Plot C Multicomponent Plot

000

Figura 4. Analise molecular do polimorfismo CYPIAI*2C
(rs1048943).Curvas da andlise de discriminagdo alélica produzidas pelo software Step
One Plus v. 2.0 pelatécnica de PCR em tempo real. O eixo X representa o numero de
ciclos de amplificacdo e o eixo y, o valor da fluorescéncia. (A) Exemplo de um
homozigoto selvagem (TT); (B) Exemplo de um heterozigoto (TC); (C) Exemplo de um

homozigoto polimorfico (CC). O fluordforo FAM (azul) representa o alelo T e o



fluoréforo VIC (verde) representa o alelo C.

2.2.5. Analises Estatisticas

As estatisticas descritivas incluiram média e desvio padrdo para dados continuos
e porcentagens para dados categdricos. O programa BioEstat versdo 5.0, foi utilizado
para avaliar o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) nos grupos CHC, cirrose e
controle. Os efeitos das variaveis sobre CHC e risco de cirrose foram avaliados por
regressdo logistica bindria utilizando o programa Minitab - vers@o 16.0 em modelo
ajustado para idade (referéncia: <60 anos para CHC, <57 anos para cirrose, mediana),
consumo de alcool e tabaco (referéncia: ndo consumo), sexo (referéncia: feminino) e os
polimorfismos no modelo dominante (referéncia: gendtipo selvagem). A associagdo
entre polimorfismos e pardmetros clinicos de CHC também foi analisada por regressado
logistica bindria. O modelo incluiu a classificacio BCLC (referéncia: 0, A),
alfafetoproteina (referéncia: <500 ng / mL), hepatite B (referéncia: auséncia), virus da
hepatite C (referéncia: ausé€ncia), diabetes (referéncia: auséncia) e os polimorfismos
(referéncia: gendtipo selvagem).

O modelo de regressdo logistica binaria ajustado para idade, sexo, tabaco e
consumo de dalcool também foi utilizado para avaliar a associagdo entre os
polimorfismos e o risco de cirrose ¢ CHC usando o programa SNPStats (disponivel em:
http://bioinfo.iconcologia.net/ SNPstats web>). O efeito dos polimorfismos foi
investigado utilizando os seguintes modelos: (1) codominante (heterozigoto versus
homozigoto selvagem e homozigoto polimoérfico versus homozigoto selvagem), (2)
dominante (heterozigoto ¢ homozigoto polimorfico versus homozigoto selvagem), (3)
recessivo (homozigoto polimorfico versus homozigoto selvagem mais heterozigoto), (4)

overdominante (heterozigoto versus homozigoto selvagem e homozigoto polimoérfico) e



(5) log-aditivo (homozigoto polimdrfico com peso 2 e heterozigoto versus homozigotos
selvagem). A andlise de haplétipos foi realizada utilizando o programa Haploview,
versdo 5.0, por meio do teste Qui-quadrado. A sobrevida foi analisada utilizando a
curva de Kaplan Meier e o teste Log-rank. Os resultados foram apresentados como odds
ratios (ORs) e intervalo de confianga de 95% (1C95%). Os resultados com valor de P

<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



3. RESULTADOS




3. Resultados

Os resultados estdo apresentados abaixo e no artigo cientifico a ser submetido a
revista Asian Pacific Journal of Cancer Prevention (Anexo 2).

O efeito de variaveis clinicas no risco para CHC e cirrose foi analisado por
regressdo logistica binaria (Tabela 1 e 2). A idade > 60 anos (mediana da idade de
pacientes com CHC) foi associada a doenca (OR = 12,22; 1C95%: 7,17-20,82; p
<0,001). A analise dos pacientes com cirrose mostrou que a idade > 57 anos (mediana
da idade de pacientes com cirrose) esta associada ao risco para a doenca (OR = 7,12;
1C95%: 4,68-10,84; p <0,001). Hepatite B (OR = 7,84; IC 95%: 1,86-33,08; p = 0,005)
e alfa fetoproteina > 500 ng / mL (OR = 3,73; IC 95%: 1,25-11,13; p = 0,018) foram
associadas com risco para CHC.

No grupo CHC a analise do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) mostrou que
as frequéncias dos genotipos dos polimorfismos CYPIA1 *2A, CYP2EI *5B e CYP2E]
*6 foram semelhantes as esperadas (3° = 0,6314, p = 0,4268; x> = 0,2296, p = 0,6318;
y’= 2,3233, p= 0,1275, respectivamente). O polimorfismo CYPIAI *2C apresentou
desequilibrio em pacientes com CHC (y3° = 4,0849, p = 0,0433). Em pacientes com
cirrose, todos os polimorfismos se apresentaram em EHW (CYP1A41 * 2A: v* = 0,0032 p
= 0,9549; CYPIAI * 2C: x> = 0,0049, p = 0,9444; CYP2EI * 5B: y* = 0,50377, p =
0,4779; CYP2EI *6: *=1,3251, p=0,2497).

No grupo controle, os polimorfismos CYPIAI *2A e CYP1AI *2C apresentaram
desequilibrio (x> = 6,0324, p = 0,0140; y* = 8,5536, p = 0,0034, respectivamente). As
frequéncias dos genotipos CYP2E1 *5B e CYP2EI *6 apresentaram-se em equilibrio
nos individuos controles (y° = 2,3236, p = 0.1274; y= 0,1250, p = 0,7237,

respectivamente).



As tabelas 3 e 4 mostram a andlise da associagdo dos polimorfismos CYPIAI
*2A, CYPIAI *2C e CYP2EI *6 e CHC ou cirrose, ajustados para género, idade,
tabagismo e consumo de alcool, de acordo com os modelos de heranga. Nao foi
detectado gendtipo homozigoto polimoérfico para o polimorfismo CYP2EI*5B, portanto
ndo foi possivel fazer andlise estatistica de acordo com os modelos genéticos. Neste
caso, portanto, a regressdo logistica foi realizada entre os gendtipos homozigoto
selvagem (referéncia) e heterozigoto (CHC: OR 0,63 IC 0,28-1,43, P=0,26;
Cirrose: OR 0,80 IC 0,43-1,47, P=0,46). Os polimorfismos CYPIAI * 2A, CYPIAI *
2C, CYP2EIl * 5B e CYP2EI * 6 ndo foram associados com aumento do risco de
desenvolvimento de CHC (p> 0,05). Os polimorfismos também ndo foram associados

com risco para cirrose (p> 0,05).

Tabela 1. Relacdo entre fatores de risco e o carcinoma hepatocelular.

Variaveis Controles CHC OR+ P

n (%) n (%) (95% 1C)
Idade
<60 anos 432 (89) 41 (42) 12,22(7,17-20,82) <0,001
>60 anos 56 (11) 56( 58)
Género
Feminino 137 (28) 27 (28) 1,01(0,54-1,89) 0,98
Masculino 351 (72) 70 (72)
Alcool
Nao 239 (49) 38 (39) 1,68(0,95-2,98) 0,08
Sim 249 (51) 59 (61)
Tabaco
Nao 293 (60) 43 (44) 1,65(0,98-2,79) 0,06
Sim 195 (40) 54 (56)

+ Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género, consumo de alcool e tabaco e polimorfismos. CHC:

carcinoma hepatocelular. IC: intervalo de confianca.



Tabela 2. Relacdo entre fatores de risco e cirrose hepatica.

Variaveis Controles Cirrose OR+ P
n (%) n (%) (95% IC)

Idade

<57 anos 420 (86) 79 (49) 7,12(4,68-10,84) <0,001

>57 anos 68 (14) 81 (51)

Género

Feminino 137 (28) 41 (26) 1,43(0,88-2,33) 0,15

Masculino 351 (72) 119 (74)

Alcool

Nao 239 (49) 72 (45) 1,27(0,82-1,96) 0,28

Sim 249 (51) 88 (55)

Tabaco

Nio 293 (60) 98 (61) 0,71(0,47-1,09) 0,12

Sim 195 (40) 62 (39)

+ Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género, consumo de alcool e tabaco e

intervalo de confianca.

polimorfismos. IC:



Tabela 3. Associacdo dos polimorfismos CYPIAI * 2A, CYPIAI *2C e CYP2EI * 6

com carcinoma hepatocelular.

Genoétipo Controle n(%) CHC n (%) OR(95%IC) P

CYPIAI*2C

Codominante T/T 384(78,7) 84(86,6) 1,00 0,16
T/C 90(18,4) 11(11,3) 0,52(0,25-1,10)
C/C 14 (2,9) 2(2,1) 0,50(0,10-2,64)

Dominante T/T 384(78,7) 84(86,6) 1,00 0,54
T/C- C/C 104(21,3) 13(13.,4) 0,52(0,26-1,04)

Recessivo T/T-T/C 474(97,1) 95(97,9) 1,00 0,46
C/C 14(2,9) 2(2,1) 0,55(0,11-2,89)

Overdominante T/T-C/C 398(81,6) 86(88,7) 1,00 0,08
T/C 90(18,4) 11(11,3) 0,53(0,25-1,12)

Log-aditivo =~ smemeememem s 0,59 (0,33-1,06) 0,59

CYPIAI*2A

Codominante T/T 306(62,7) 64(66) 1,00
T/C 149(30,5) 31(32) 1,24(0,73-2,13) 0,25
C/C 33 (6,8) 2(2) 0,38(0,08-1,84)

Dominante T/T 306(62,7) 64(66) 1,00 0,72
T/C- C/C 182(37,3) 33(34) 1,10(0,65-1,85)

Recessivo T/T-T/C 455(93,2) 95(97,9) 1,00 0,15
C/C 33(6,8) 2(2,1) 0,36(0,08-1,69)

Overdominante T/T-C/C 339(69,5) 66(68) 1,00 0,32
T/C 149(30,5) 31(32) 1,33(0,77-2,24)

Log-aditivo =~ memeememem s 0,95 (0,62-1,47) 0,83

CYP2EI*6

Codominante T/T 387 (79,3) 71(73,2) 1,00 0,66
T/A 96 (19,7) 26 (26,8) 1,07 (0,60-1,92)
A/A 5(1) 0 (0) -

Dominante T/T 387 (79,3) 71 (73,2) 1,00 0,88
T/A-A/A 101 (20,7) 26 (26,8) 1,05 (0,59-1,86)

Recessivo T/T-T/A 483 (99) 97 (100) 1,00 0,38
AJA 5(1) 0(0)

Overdominante T/T-A/A 392 (80,3) 71(73,2) 1,00 0,79
T/A 96 (19,7) 26 (26,8) 1,08 (0,60-1,93)

Log-aditivo ~  —eememeeeem e e 1,01 (0,58-1,77) 0,97

+ Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género, consumo de alcool e habito tabagista. CHC: carcinoma

hepatocelular. IC: intervalo de confianca.



Tabela 4. Associacdo dos polimorfismos CYPIAI*2A4, CYPIAI * 2C e CYP2EI * 6

com cirrose hepatica.

Genoétipo Controle n(%) Cirrose n(%) OR (95%IC) P

CYPIAI*2C

Codominante T/T 384(78,7) 127(79,4) 1,00 0,51
T/C 90(18,4) 31(19,4) 0,98(0,60-1,62)
C/C 14 (2,9) 2(1,2) 0,43(0,09-2,03)

Dominante T/T 384(78,7) 127(79,4) 1,00 0,69
T/C- C/C 104(21,3) 33(20,6) 0,91(0,56-1,47)

Recessivo T/T-T/C 474(97,1) 158(98) 1,00 0,24
c/C 14(2,9) 202) 0,43(0,09-2,03)

Overdominante  T/T-C/C 398(81,6) 129(80,6) 1,00 0,98
T/C 90(18,4) 31(19,4) 1,01(0,61-1,66)

Log-aditivo 0,86 (0,57-1,31) 0,49

CYPIAI*2A

Codominante T/T 306(62,7) 97(60,6) 1,00 0,5
T/C 149(30,5) 55(34,4) 1,25(0,82-1,90)
C/C 33 (6,8) 8(5) 0,85(0,36-2,01)

Dominante T/T 306(62,7) 97(60,6) 1,00 0,43
T/C- C/C 182(37,3) 63(39,4) 1,18(0,79-1,75)

Recessivo T/T-T/C 455(93,2) 152(95) 1,00 0,57
c/C 33(6,8) 8(5) 0,79(0,34-1,84)

Overdominante T/T-C/C 339(69,5) 105(65,6) 1,00 0,26
T/C 149(30,5) 55(34,4) 1,27(0,84-1,91)

Log-aditivo 1,07 (0,78-1,47) 0,68

CYP2EI*6

Codominante T/T 387 (79,3) 120 (75) 1,00 0,59
T/A 96 (19,7) 39 (24,4) 1,28 (0,80-2,03)
A/A 5(1) 1 (0,6) 1,16 (0,13-10,13)

Dominante T/T 387 (79,3) 120 (75) 1,00 0,31
T/A-A/A 101 (20,7) 40 (25) 1,27 (0,80-2,01)

Recessivo T/T-T/A 483 (99) 159 (99,4) 1,00 0,93
A/A 5(1) 1 (0,6) 1,10 (0,13-9,58)

Overdominante T/T-A/A 392 (80,3) 121 (75,6) 1,00 0,31
T/A 96 (19,7) 39 (24,4) 1,27 (0,80-2,02)

Log-aditivo ~ —oeeeeeeee e e 1,24 (0,81-1,91) 0,33

+ Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género, consumo de alcool e héabito tabagista. IC: intervalo de confianga.

As analises de haplotipos foram realizadas para avaliar o efeito combinado dos
polimorfismos sobre o desenvolvimento de CHC e cirrose. No grupo CHC os
polimorfismos CYPIAI *2A e CYPIAI *2C apresentam-se em forte desequilibrio de

ligagdo (logaritmo de probabilidades (LOD) = 42,27, D de Lewontin (D ') = 0,788). Os



haplotipos CYPIAI ndo foram associados com CHC (P> 0,05). No grupo de cirrose, os
polimorfismos CYPI1AI também se encontram em desequilibrio de ligag¢do (logaritmo
de probabilidades (LOD) = 27,23, D de Lewontin (D ") = 0,503). Os haplotipos CYP1A41
também ndo foram associados com cirrose (P> 0,05).

Os polimorfismos CYP2EI *5B e CYP2E1 *6 também apresentam-se em forte
desequilibrio de ligagdo no grupo de pacientes com CHC (logaritmo de probabilidades
(LOD) =10,11, D de Lewontin (D ') = 0,45) e com cirrose (logaritmo de probabilidades
(LOD) = 13,43, D de Lewontin (D ') = 0,491). ). Os haplétipos CYP2E1 ndo foram
associados com CHC ou cirrose (P> 0,05).

A interagdo entre os polimorfismos e variaveis de risco para CHC e cirrose foi
avaliada por regressdo logistica binaria. Ndo houve intera¢do entre os polimorfismos
CYPIAI *2A, CYPIAI *2C, CYP2E] *5B e CYP2EI *6 e o consumo de tabaco ou

alcool para o risco de CHC e cirrose (Tabelas 5 e 6).



Tabela 5. Interacdo entre os polimorfismos CYPIAI *2A, CYP1A1 *2C, CYP2EI *5B

e CYP2EI *6 e o consumo de tabaco ou alcool no risco para CHC.

Consumo de Tabaco

Nao Sim

CHC Controle OR' (95% IC) CHC Controle OR (95%1C) ©
CYPIAI*2*
T/T 29 189 1,00 35 117 1,78 (0,94-3,39) 0.63
T/C-C/C 14 104 1,26 (0,59-2,67) 19 78 1,74 (0,84-3,62) ’
CYPIAI*2C
T/T 38 231 1,00 46 153 1,64(0,94-2,87) 0.85
T/C-C/C 5 62 0,48 (0,17-1,37) 8 42 0,90 (0,35-2,32) ’
CYP2EI*5B
G/G 38 258 1,00 50 167 1,77 (1,03-3,06) 0.34
G/C 5 35 0,94 (0,31-2,84) 4 28 0,75 (0,22-2,56) i
CYP2EI*6
T/T 30 232 1,00 41 155 1,88 (1,04-3,40) 0.34
T/A-A/A 13 61 1,38 (0,62-3,05) 13 40 1,47 (0,63-3,48) ’

Consumo de Alcool
Nao Sim
P

CHC Controle  OR" (95% IC) CHC Controle OR"(95% IC)
CYPIAI*2*
T/T 25 153 1,00 51 202 1,57 (0,86-2,89) 0.63
T/C-C/C 13 86 0,43 (0,15-1,24) 8 47 0,95 (0,36-2,52) ’
CYPIAI*2C
/T 153 25 1,00 39 153 178 (0.893,54) o0
T/C-C/C 86 13 1,19 (0,53-2,68) 20 96 1,78 (0,89-3,54) i
CYP2EI*5B
G/G 35 210 1,00 53 215 1,71 (0,95-3,07) 0.98
G/C 3 29 0,64 (0,17-2,48) 6 34 1,07 (0,36-3,17) ’
CYP2EI*6
T/T 29 189 1,00 42 198 1,68 (0,89-3,15) 0.97
T/A-A/A 9 50 1,03 (0,42-2,56) 17 51 1,77 (0,78-3,98) ’

+ Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género e consumo de alcool e habito tabagista. CHC: carcinoma

hepatocelular. IC: intervalo de confianga.



Tabela 6. Interacdo entre os polimorfismos CYPIAI *2A, CYP1A1 *2C, CYP2EI *5B

e CYP2EI *6 e o consumo de tabaco ou alcool no risco para cirrose hepatica.

Consumo de Tabaco

Naéo Sim

Cirrose Controle OR' (95% IC) Cirrose Controle OR" (95% IC) i
CYP1A1*2A
T/T 57 189 1,00 40 117 0,82 (0,49-1,39) 0,41
T/C-C/C 41 104 1,34 (0,81-2,22) 22 78 0,78 (0,42-1,45)
CYP1A1*2C
T/T 72 231 1,00 55 153 0,83 (0,53-1,32) 0,12
T/C-C/C 26 62 1,18 (0,66-2,09) 7 42 0,42 (0,17-1,05)
CYP2E1*5B
G/G 86 258 1,00 57 167 0,77 (0,50-1,20) 0,31
G/C 12 35 1,01 (0,48-2,16) 5 28 0,40 (0,14-1,17)
CYP2EI*6

74 232 1,00 46 155 0,72 (0,45-1,15) 0,95
T/T 24 61 1,26 (0,70-2,26) 16 40 0,92 (0,45-1,89)
T/A-A/A

Consumo de Alcool

Nao Sim

P

Cirrose Controle OR+(95%IC)  Cirrose Controle OR+(95% IC)
CYP1A1*2A
T/T 43 153 1,00 54 153 1,41 (0,82-2,42) 0,57
T/C-C/C 29 86 1,33 (0,74-2,41) 34 96 1,49 (0,82-2,71)
CYP1A1*2C
T/T 55 182 1,00 72 202 1,23 (0,76-1,98) 0,70
T/C-C/C 17 57 0,83 (0,42-1,63) 16 47 1,23 (0,60-2,52)
CYP2E1*5B
G/G 65 210 1,00 78 215 1,26 (0,80-1,98) 0,77
G/C 7 29 0,72 (0,28-1,84) 10 34 1,09 (0,47-2,54)
CYP2EI*6
T/T 59 189 1,00 61 198 1,06 (0,66-1,72) 0,083
T/A-A/A 13 50 0,79 (0,38-1,64) 27 51 1,91 (1,01-3,58)

+ Odds Ratio (OR) ajustado para idade, género, consumo de dlcool e héabito tabagista. IC: intervalo de confiancga.



Nenhuma associac¢éo foi evidenciada na analise dos polimorfismos e parametros

clinicos de CHC, de acordo com os critérios BCLC (Tabela 7).

Tabela 7. Associagdo dos polimorfismos CYPIAI * 24, CYPIAI * 2C, CYP2EI * 5B e

CYP2E] * 6 com o estadiamento tumoral, de acordo com os critérios BCLC.

Polimorfismos Estadios 0 e A Estadios B,CeD OR (95% IC) + P

Pacientes Pacientes

N (%) N (%)
CYPIAI*2C
TT 44 (83) 40 (90,9) Referéncia 0,38
TC/CC 09 (17) 49 0,45 (0,08-2,67)
CYPIAI*2A4
TT 33 (62,2) 31(70,4) Referéncia 0,56
TC/CC 20 (37,8) 13 (29,5) 0,70 (0,21-2,35)
CYP2EI*5B
GG 48 (90,5) 40(90,9) Referéncia 0,52
GC/CC 509,95 4(9) 1,86 (0,29-12,19)
CYP2EI*6
T/T 35 (66) 36 (82) Referéncia 0,09
TA/AA 18 (34) 8 (18) 0,30 (0,07-1,20)

+ Odds Ratio (OR) ajustado para alfa-fetoproteina, hepatite B e C, diabetes e obitos. IC: intervalo de

confianga.



A curva de sobrevida de Kaplan-Meier mostrou que os polimorfismos CYP2E]
*SB e CYP2E1 *6 estdo associados com redugdo da sobrevida global em pacientes com
CHC. Em 12 meses, 47% dos pacientes com CHC portadores de alelo polimoérfico
CYP2EI *5B morreram, em comparagdo a 16% dos pacientes com CHC portadores de
alelo de tipo selvagem (Log-rank p = 0,02) (Figura 5). Em relagdo ao polimorfismo
CYP2E] *6, a sobrevida global foi de 69% para pacientes com CHC portadores de alelo
polimérfico e 84% para portadores de alelo do tipo selvagem (Log-rank p = 0.04)

(Figura 5).
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Figura 5. Sobrevida global para pacientes com CHC portadores de alelo polimérfico SB (linha vermelha)
e pacientes com CHC portadores de alelo de tipo selvagem (linha preta) para o polimorfismo CYP2E] *

5B. Alelo polimérfico associado com redugdo da sobrevida global. Log-rank p = 0,02.
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Figura 6. Sobrevida global para pacientes com CHC portadores de alelo polimérfico 6 (linha vermelha) e
pacientes com CHC portadores de alelo de tipo selvagem (linha preta) para o polimorfismo CYP2EI *6.

Alelo polimérfico associado com redugédo da sobrevida global. Log-rank p = 0.04.



4. DISCUSSAO




4.Discussio

O presente estudo mostrou que a idade > 57 anos é um fator de risco para o
desenvolvimento de cirrose e que individuos com > 60 anos sdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento de CHC. A idade avangada tem sido frequentemente associada com

cirrose e o desenvolvimento de CHC “?

, corroborando com os estudos de Thiele €
colaboradores, no qual mostrou que a média de idade de 50 anos € um fator de risco
associado ao CHC. Nossos dados também corroboraram com o estudo de Laura

@l 42 Fste fato pode ser atribuido a

Silvestri e colaboradores com pacientes italianos.
outros fatores relacionados a idade mais avangada e que sdo fatores de risco para o
cancer, como a obesidade e diabetes tipo 2, e pelo fato de que em idades mais tardias ha
alteragdes do figado, como a cirrose, principal fator de risco para o CHC. @

O tabaco ndo foi associado ao desenvolvimento de CHC de acordo com os
resultados na presente casuistica. Outros estudos em CHC observaram associa¢do do
tabaco com o desenvolvimento da doenca. “® Além do céncer de figado, Zhao e
colaboradores observaram associa¢do entre o consumo de tabaco e o desenvolvimento
de cancer de pulméo, esdfago e estdmago.** 4>

Apesar de ser comprovado por varios estudos que o consumo de alcool pode
levar ao desenvolvimento de cirrose e consequentemente CHC, este estudo ndo
confirmou esta associacdo. Isso pode ser resultado do elevado niimero de consumidores
de alcool no grupo controle, que representaram 53% dos individuos incluidos neste
estudo. Por outro lado, Li e colaboradores encontraram associacdo do alcool com o
CHC.®? Silvestri e colaboradores também afirmam que o abuso de consumo de dlcool
pode levar ao CHC.*¥

Setenta e dois por cento dos pacientes deste estudo sdo do género masculino. O

fato dos homens apresentarem mais chance de desenvolver cirrose e CHC tem sido



descrito na literatura. Entretanto, o presente estudo ndo associou o gé€nero ao
desenvolvimento de CHC ou cirrose. Corroborando com nosso resultado, Abo-Hashem
e colaboradores ndo encontraram associagdo entre o género masculino e o riso de CHC
em populacio egipcia.*® Sameer e colaboradores também néo associaram o género
masculino ao desenvolvimento de CHC.“” Lukanova e colaboradores nio observaram
associacdo entre os niveis de testosterona totais ¢ o desenvolvimento de CHC em
pacientes de paises como Dinamarca, Fran¢a, Alemanha, Grécia, Itdlia, Paises Baixos,
Noruega, Espanha, Suécia e Reino Unido.“® Esse resultado também foi observado no
estudo de Korah e colaboradores na populagio egipcia.®® Estes dados sugerem que
outros fatores, como dieta, estilo de vida, uso de substancias téxicas e hepatite podem
estar relacionados ao aumento do risco de CHC em homens.

Nossos resultados mostraram associacdo entre hepatite B e alfa fetoproteina >
500 ng / mL com CHC. O virus da hepatite B cronica (VHB) afeta centenas de milhdes
de pessoas em todo o mundo e suas complicagdes incluem o CHC e morte por
insuficiéncia hepatica, sendo assim alvo de estudos de vérios pesquisadores.“? A
infecgdo pelo VHB ¢ um fator de risco estabelecido para CHC.®% 3D A presenca de
VHB leva a fibrose e formag¢ao de nodulos ao longo do tempo devido a les@o cronica.
52 Em relagfio a alfa fetoproteina, este resultado foi esperado, pois niveis elevados deste
marcador sdo indicativos de cancer de figado. Os niveis de alfa fetoproteina sdo usados
para classificar pacientes em estadios avancados de acordo com o BCLC, relacionados
com pior progndstico e menor sobrevida.(52) Portanto, a concentracdo de alfa
fetoproteina foi incluida nas variaveis avaliadas neste estudo para o ajuste da analise de

regressao logistica.



Estudos recentes demonstraram que polimorfismos dos genes CYP450 causam
alteragbes na atividade enzimas responsaveis pela desintoxicagdo de compostos
xenobidticos no figado.“® #2 O citocromo P-450 (CYP) ¢ uma superfamilia de
monoxigenase responsavel por rea¢des enzimaticas de fase I, preparando substratos para
reagdes de conjugagdo de fase II, mas também podem levar & ativagdo metabdlica de
compostos tdxicos ou cancerigenos. As glutationa S-transferases (GSTs) sdo enzimas de
fase Il que eliminam os radicais livres presentes no tabaco, produtos de estresse
oxidativo e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. A sulfotransferase (SULT) catalisa
a conjuga¢do de sulfonato para transformar os pro carcinégenos em metabolitos, que
sdo facilmente eliminados do organismo. Os polimorfismos nesses genes, sua
combinagdo e interacdo com fatores ambientais t€m potencial para levar a uma maior
susceptibilidade ao CHC.GV

Os polimorfismos CYPIAI *24, CYP1AI *2C, CYP2EI *5B e CYP2EI *6 ndo
foram associados com o aumento do risco para CHC ou cirrose neste estudo. Abo-
Hashem e colaboradores em seu estudo também nfo associaram CYPIAI com o
desenvolvimento de CHC.*® Segundo estudo de Boccia e colaboradores também nio
foi encontrada associagdo do polimorfismo CYPIAI com a influéncia significativa na
susceptibilidade a0 CHC.®Y Em um estudo de Saeed e colaboradores em populagio
Saudita, a frequéncia do alelo CYPIAI * 2A foi de 22,3% e 6,05% nos controles, ¢ a
distribui¢do do gendtipo CYPIAI*2A refletiu um aumento estatisticamente significativo
do risco de cancer colorretal (CCR).®?

Neste estudo néo foi encontrada associagdo do polimorfismo CYPIAI *2C com
o risco de CHC e interagdo entre tabaco e alcool também ndo foi observada. Por outro

lado, Li e colaboradores mostram as interacdes entre os polimorfismos de genes



metabolizadores xenobidticos e tabagismo e seus efeitos no risco de doengas orais
potencialmente malignas (DOPM) e leucoplasia. @3

Em nosso estudo, as andlises de haplotipos mostraram que os polimorfismos
CYPIAI * 2A e CYPIAI * 2C apresentam-se em forte desequilibrio de ligacdo.
Entretanto, os haplotipos CYP1A41 ndo foram associados ao CHC e cirrose. No estudo
de Maurya e colaboradores, a analise de hapldtipos foi utilizada para explorar o efeito
da interacdo entre dois SNPs dos genes CYPIAI e CYP2EI ¢ o risco de desenvolver
carcinoma espinocelular de cabega e pescoco (CECP). Observou-se um aumento
significativo no risco quando a frequéncia do haplétipo C-A constituido de alelos
polimoérficos de CYPIAI * 2A e alelos de tipo selvagem de CYPIAI * 2C nos casos
comparado com os controles. A frequéncia do hapldtipo T-G, com alelos de tipo
selvagem de CYPIAI * 2A e alelos polimérficos de CYPIA1 * 2C foi maior no grupo
caso, embora a diferenga ndo tenha sido estatisticamente significativa. Observou-se
diferenga significativa na distribuicdo dos hapldtipo C-G de ambos os polimorfismos
CYPIAI * 2A e CYPIAI * 2C entre controles (3,8%) e casos (7,2%), resultando em
aumento estatisticamente significativo no risco. Nesse mesmo estudo foi observado que
portadores de hapldtipos com alelos polimérficos de CYPIAI *2A e *2C ou CYP2E]
*5B e * 6 apresentam risco significativo de desenvolver cancer de cabeca e pescogo.®?

Nosso estudo também néo associou as variantes do gene CYP2E[ com o risco de
desenvolver cirrose ¢ CHC. No estudo de Boccia e colaboradores, o polimorfismo
CYP2EI1 * 5B foi menos frequente nos casos em relacdo aos controles. Da mesma
forma, a frequéncia do alelo variante do polimorfismo CYP2E[ * 6 também foi menos

frequente nos casos em relagdo aos controles. O estudo concluiu que os polimorfismos

CYP2EI * 5B e CYP2El * 6 estdo associados com reducdo do risco para o



desenvolvimento de CHC.?Y Sameer e colaboradores em um estudo de pacientes com
cancer colorretal (CCR) confirmaram a associacdo entre o polimorfismo
CYP2EI e o risco para esse tipo tumoral.”” Em estudo de Wideroff e
colaboradores, também com pacientes com CCR, a frequéncia do alelo
CYP2E1 * 6 foi de 24,46% em pacientes com CCR e 35,44 % nos controles
saudaveis. Os resultados ndo foram estatisticamente significativos para o

risco de desenvolvimento de CCR.®”

A expressdo elevada de CYP2E] foi descrita no figado de pacientes com hepatite
C cronica com fibrose leve.2Y Assim, estes dados apresentam evidéncias de que o VHC
pode induzir diretamente a expressdo de CYP2EI, que por sua vez contribui para o
estresse oxidativo, implicando no desenvolvimento de inflamagdo e fibrose hepatica,
enquanto os inibidores farmacologicos destas enzimas tém sido associados a morte de
hepatécitos e diminuicdo da progressdo da fibrose.®® O gene CYP2EI também pode
contribuir para a progressdo da doenga hepatica em pacientes com VHC com consumo
intenso de 4lcool.®Y O mesmo resultado foi observado no estudo de _Noh e
colaboradores em estudo com modelos animais.®

Neste estudo, apesar de ndo haver associagdo entre o polimorfismo do gene
CYP2E] e o risco de CHC, a andlise de Kaplan-Meier mostrou que os polimorfismos
CYP2El *5B e CYP2El *6 estdo associados com sobrevida global reduzida em
pacientes com CHC. Em 12 meses, a taxa de sobrevida dos pacientes com CHC
portadores do alelo polimérfico CYP2E1 *5B foi de 53%, em comparagdo a 84% dos

pacientes com CHC portadores do alelo do tipo selvagem. Em relagdo ao polimorfismo

CYP2E] *6, a sobrevida global foi de 69% para pacientes com CHC portadores do alelo



polimérfico e 84% para portadores do alelo do tipo selvagem. Segundo nosso
conhecimento este foi o primeiro estudo que avaliou a influéncia de CYP2EI *5B e

CYP2E] *6 na sobrevida de pacientes com CHC.

Estudos de associagdo de polimorfismos em genes candidatos que
estdo relacionados ao desenvolvimento tumoral sdo importantes para
identificar variagdes genéticas que podem exercer um efeito no risco para a
doenca. Os resultados desse estudo contribui para o aumento da
compreensdo dos fatores envolvidos da tumorigénese do figado e fornece
dados importantes que podem ser utilizados em estudos funcionais para o
entendimento da influéncia desses polimorfismos na sobrevida dos

pacientes com CHC.



5. CONCLUSOES




5. Conclusoes

1. Idade igual ou superior a 60 anos ¢ um fator de risco para o
desenvolvimento de CHC. Individuos com idade igual ou superior a 57
anos sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de cirrose.

2. Os polimorfismos CYPIAI1*2A (rs 4646903), CYPIAI*2C (rs1048943),
CYP2EI*5B (rs 2031920), CYP2E1*6 (rs 6413432) ndo estdo associados
com o risco para o desenvolvimento de cirrose ou CHC.

3. Os polimorfismos estudados nfo estdo associados com os pardmetros
clinicos dos tumores de figado.

4. Nao ha interacdo dos polimorfismos analisados com tabagismo e etilismo
no risco para cirrose e CHC.

5. A presenca dos alelos polimorficos CYP2EI*5B (rs 2031920) e
CYP2EI*6 estio associados com reducdo da sobrevida de pacientes com

CHC.
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Apéndices

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Sauide, resolugédo 196/96)

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo dos polimorfismos de genes metabolizadores de xenobiéticos
(GSTM1, GSTTI1, GSTPI e mEH) em pacientes com cirrose e carcinoma hepatocelular.
Pesquisadora Responsavel: Profa. Dra. Eny Maria Goloni-Bertollo - UPGEM: Unidade de Pesquisa em
Genética e Biologia Molecular da FAMERP;

A) para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do carcinoma
hepatocelular, os pesquisadores da FAMERP de S&o José do Rio Preto, SP, estdo desenvolvendo uma



pesquisa cientifica que podera melhorar o nosso conhecimento sobre esse tumor e, portanto oferecer
novas possibilidades de diagnéstico e de melhora na qualidade de vida;

B) este estudo tem como objetivos: 1) Coletar informagdes da histdria e obter dados clinicos dos
prontuarios médicos dos pacientes com cirrose hepética e carcinoma hepatocelular atendidos no Servigo
de Atendimento Ambulatorial vinculado & Unidade Cirurgia e Transplante de Figado e Intestino do
Hospital de Base / Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP. 2) Analisar alteragdes
em genes (material hereditario) com a finalidade de esclarecer o papel de fatores genéticos no
desenvolvimento do tumor;

O) para este estudo serdo utilizados dois grupos de pessoas: 1) pacientes com cirrose ou carcinoma
hepatocelular; 2) individuos do grupo controle, ndo portadores do tumor;
D) o estudo sera feito utilizando-se sangue, que sera colhido com seringa descartavel por enfermeira

e o risco da colheita pode incluir inchaco e vermelhiddo no local , sem qualquer outro risco para minha
saude;

E) o material genético (DNA), ou seja hereditario, extraido do sangue sera utilizado para esta
pesquisa e armazenado na UPGEM e, para novos projetos, havera nova submissdo para avaliagdo do
Comité de Etica e Pesquisa (CEP).

F) todas as informagdes por mim fornecidas por meio do questionario e os resultados serdo
mantidos em sigilo e que, estes Ultimos so serdo utilizados para divulgagdo em reunides e revistas
cientificas;

G) se eu concordar em participar desta pesquisa e se eu concordar com a retirada ¢ uso do meu
sangue, do modo descrito acima, nfo terei quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais
resultados decorrentes da pesquisa. Se eu ndo concordar, em doar o sangue para a pesquisa ou decidir
retirar meu consentimento em qualquer momento, minha deciséo nfo influenciard, de nenhum modo, o
meu tratamento;

H) esse estudo é importante porque pode colaborar para conhecimento cientifico dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento do tumor.

Declaro que, apos ter convenientemente esclarecido pelo pesquisador, consinto em participar livre e

espontaneamente deste estudo sem que tenha sido submetido a qualquer tipo de pressdo.
Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questdo.

Nome do(a) participante:

Representante legal:

RG do prontuario médico:

Declaragdo de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios deste estudo.
Coloquei-me a disposi¢do para perguntas e respondi a todas. Obtive o consentimento de maneira livre e
me coloquei & disposigdo para esclarecimento de qualquer davida sobre o estudo pelos enderegos abaixo
indicados.

Nome do(a) pesquisador:

Inscricdo no Conselho Regional: ..........cceeeiviiiieeiiiiiiiiiniiiceeeee e,



QUESTIONARIO

Dados Gerais e demograficos:

HISTORICO MEDICO

Fatores de risco:

() Cirrdtico () VirusB () VirusC ( ) Esteatohepatite () Alcool > 20gr\dia
( ) Hemocromatose ( ) Doenca de Wilson ( ) Hepatite auto-imune

() Viveu no campo, se sim, por quanto tempo...........ecceeeveeneenee.

() Outra doenga hepatica, qual...........cccocereererrrcrennnns

( ) Diabetes mellitus ha __ anos;

Dados do Tumor:

Diagnostico: () Imagem ( ) Imagem + alfa feto ( ) Biopsia

Tipo: () nodular: n°. de ndédulos........... Diametro dos nodulos............ccccueenenn.
() infiltrativo
() Invasdo vascular

Tratamento recebido:

Transplante ( ), Ressec¢do ( ), Quimioembolizacao (TACE) ( ), Alcoolizacdo ( ),
Sorafenib ( )-( ) RF (Radio Freqiiéncia) - Medidas de suporte ( )

() Metastase, ONde.......oecveereeerieeneeeieeiieireere e eeee e
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= FACULDADE DE MEDICINA DE I

SAQO JOSE DO RIO PRETO- s
FAMERP - SP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESOUISA

Titule da Pesquisa: Avellagio dos polimorfismos de genes metabolizadores de xenobloticos (GETM1,
GETTH, GSTP1 & MEH) em paclentes com cimose e carcinoma hepatoceldar.

Pesquisador: Eny Mana Golon-Berollo

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 03227312.3.0000.5415

Institulgdo Proponente: Faculdade de Medicing de 580 Jose do Fio Prete- FAMERF - 5P
Patrocinador Principal: FUMDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADD DE SA0 PALLO

DADOS DA NOTIFICACAD

Tipo de Notificagéo: Outras

Detalhe: Pedido de Extensdo de Projeto

Justificativa: O Carcinoma Hepatocebuler (CHC) & um tumor primario do fipado & ocome em mais
Data do Envio: 22072013

Situagio da Notficagls: Aguerdando reviedo do parecer do colegiado

DADOS DO PARECER

Nimers do Parecer: 342 964
Data da Relatorla: 248072013

Apresantacio da Notificag8o:
Trata-se de um relatdno parcial, com informagbes do estudo CAAE: 03227312.3.0000.5415, de titulo

“Aweliagio dos polimorfiemaos de genes mefabolizadores de xenobléticos (EETAM, GSTT1, GSTF1 e MEH)
em pacientes com cirose e cardnoma hepatocelulad.

Objetive da Notificacao:

PMéptificar o andamento @0 esiudo em guestio.

Avaliezdo dos Riscos & Beneficios:

Fiscos - redacionados & colela de sangue que pode caussr um hematoma e ficer dolordo.

Beneficlos - descoberta de marcadores molecutares em camrcinoma hepatocelular e dmose gue
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poderéio contribuir com o diagnistico, prognéstico e possivels fratamentos individuslizados.

Comentérios & Conslderagdes sobre a Notificagao:
Molificagio clara, spresentando todos os resuliados obbidoes alé o momento no estudo @ © NOVO CTONOgrama
a ser saquida.

Conslders;bes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
De seordo.

Recomendagbes:

MNao ha.

Conclusbes ou Pendénclas e Lista de inadequagdes:

Sem pendéncias ou inadequacdes.

Shtuagdo do Parecern:

Aprovado

Mecessita Apreciacio da CONEP:

B

Conslders;bes Finals a crtéro do CEP:
O Comite de Etice em Pesquisa em Seres Humanos da FAMERP estd dente do Relaldrio Parcial
encaminhado a Flataforma Brasil em 22007/2013.

SA0 JOSE DO RIO PRETO, 28 de Julho de 2013

Assinador por:
Fernando Batigalla
(Coordenador)
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