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RESUMO




O cancer de prostata (CaP) é atualmente a neoplasia maligna mais prevalente no
mundo, apds os tumores de pele. A incidéncia dessa enfermidade tem crescido
nas ultimas décadas devido, principalmente; ao aumento da longevidade da

populacao.

Atualmente o CaP tem sido detectado em estagios menos avangados do que no
passado. As melhorias dos métodos de diagnostico contribuem para a deteccao

precoce dessa neoplasia.

Os polimorfismos de genes que codificam enzimas envolvidas na metabolizacao
de drogas e de xenobioticos, como as do sistema Glutationa S-transferase (GST)
e Citocromo P450 (CYP), podem estar implicados no risco e prognostico para

neoplasias.

Foram avaliados os genétipos de GSTT1, GSTM1, GSTP1, GSTO1e CYP1A1 em
125 pacientes portadores de cancer de prostata e em 100 individuos com
hiperplasia prostatica benigna. Tempo e atividade ocupacional, tabagismo e outros
dados relevantes da histéria natural da doenca foram obtidas por meio de

entrevistas.

Nao foram encontrados quaisquer associacdes entre os gendtipos estudados e o
risco de cancer de proéstata, tanto avaliando os diferentes genétipos em separado
como em combinaches, através de analise de regressdo logistica uni ou
multivariada. Nao houve associacao entre os genoétipos estudados e fatores
clinicos de risco para cancer de préstata ou quaisquer parametros de
agressividade do tumor ao diagndstico ou durante o seguimento.

Nossos dados permitem concluir que os gendtipos de GST e CYP1A1 nao estao
associados a susceptibilidade ao cancer de préstata ou a sua evolugcao na

populacao brasileira estudada.

Resumo
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ABSTRACT




Prostate cancer is currently the most common malignancy worldwide, second only
to skin tumors. The incidence of prostate cancer has risen dramatically over the
last decade, more than can be explained just by the increase in longevity. It is also
apparent that prostate cancer is now being detected at less advanced stages than
in the past. Increased awareness of the disease and improved detection methods
are thought to contribute to this earlier detection.

The polymorphic inheritance of human drug-metabolizing enzymes, such as those
encoded by the Glutathione-S-Transferase (GST) and the Cytochrome P450 (CYP)

systems, may be implicated in both cancer risk and prognostic.

We compared GSTT1, GSTM1, GSTO1, GSTP1 e CYP1A1 genotypes of 125
prostate cancer and 100 benign prostatic hyperplasia patients. Lifetime
occupational history, cigarette-smoking, and other anamnestic data were obtained

through interviews.

None of the studied polymorphisms was found associated to prostate cancer risk
either considered in separate or in combination, in uni ou multivariate regression
logistic analysis. Also, there was no association between genotypes and possible
clinical factors of risk, or any parameter of tumor agressiveness at diagnosis or

during follow-up.

Our data suggest that GST and CYP1A1 genotypes are not associated to the
susceptibility to prostate cancer or its outcome in the Brazilian population.

Abstract
XViil



1- INTRODUCAO




O cancer de préstata (CaP) é a segunda neoplasia mais prevalente nos
homens brasileiros segundo estimativas do Instituto Nacional do Céncer (INCA),
que prevé a ocorréncia de 47.280 casos novos em 2006 (http:/www.inca.gov.br).

Estima-se a ocorréncia de 51 casos novos a cada 100 mil homens
(http://www.inca.gov.br). Devido a sua alta incidéncia e gravidade, o CaP é

considerado um problema de saude publica.

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

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

inferior a 40 anos. Observa-se a incidéncia acumulada da doenca em cerca de um
em cada sete homens que atingem a oitava e nona décadas de vida
(PARKER et al,1996; JEMAL et al, 2003). Acredita-se que, a exemplo de outros
tipos de tumor, fatores genéticos, hereditarios, hormonais, fatores de crescimento,
exposicdo ambiental, ocupacional, alteracbes em genes somaticos e
comportamento dietético estejam relacionados ao desenvolvimento do CaP
(BRAWLEY et al, 1996; METTLIN et al, 1997; GRONBERG et al,1997). A
incidéncia dessa doenca mostra intima relacdo com a raga, idade, bem como
fatores geogréficos, com altas taxas de prevaléncia e mortalidade nos homens
afro-americanos e com menor incidéncia no homem asiatico (CARTER et al,1992;
CARTER et al, 1993; MILLER et al, 1996).

A alta freqiiéncia desta doenca justifica os esforcos na busca de
melhores métodos de detecgdo precoce e de marcadores de predisposicao e de
prognadstico, visando melhorar o planejamento terapéutico.

O PSA produzido pelo tecido prostatico e responsavel por liquefazer o
coagulo seminal; tem sido utilizado desde 1986 para o diagnéstico e seguimento
do CaP (PARTIN & OESTERLING, 1987); € portanto o marcador sérico de maior
utilidade no diagnéstico, progndstico e monitorizacao dos tratamentos para o CaP.
Essa glicoproteina dosada no soro apresenta, entretanto, o inconveniente de estar
alterada em certas ocasides que nao correspondem necessariamente ao CaP,
como por exemplo: prostatites, isquemias, infartos prostaticos, manipulagcdes
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(cistoscopia, sondagem uretral, biopsias protaticas), uso de medicacdes
(inibidores da 5-a-redutase, antiandrogénios) (PARTIN & OESTERLING, 1994;
BABAIAN et al, 1996).

A busca de um marcador tumoral especifico e de prognético no CaP,
tem incentivado varias pesquisas genéticas e da biologia molecular do cancer.
Perfis genéticos poderdao ser muito interessantes na definicido de biomarcadores
especificos que auxiliem o planejamento das abordagens clinicas, cirargicas e,
futuramente, a utilizacdo da terapia e engenharia genética no tratamento e
prevencao do cancer de prostata. Marcadores morfolégicos, genéticos e
bioquimicos deverao servir de base para a identificacao de casos de CaP de alto
risco, que sdo candidatos em potencial para procedimentos mais radicais.

Infelizmente, ndo temos ainda marcadores biolégicos estabelecidos que
passam definir e monitorar, de modo qualitativo e quantitativo, o risco de um
individuo desenvolver a doenca, ou que permitam detectar lesées pré-malignas
precoces, as suas chances de progressdo e o potencial de reversibilidade do
processo de carcinogénese (PERERA & WEINSTEIN 2000; SRINIVAS et al, 2002;
MEDEIROS et al, 2004; CARTER & ISAACS, 2004).

1.1- Evolucao natural do cancer de prostata

Muitos homens portadores de CaP mantém-se assintomaticos e
morrem por outras causas nao relacionadas ao cancer propriamente dito. O
nuamero estimado de homens portadores de cancer prostatico latente, isto €, um
tumor que estd presente na glandula, porém que ndo sera detectado ou
diagnosticado na vida do paciente, € maior que os portadores da doenca
clinicamente detectados (BARON & ANGRIST, 1941; OOTA, 1961; FRANKS,
1964; LUNDBERG, 1970; WYNDER, 1971; AKAZAKI, 1973; HUTCHISON, 1976;
DHOM, 1979). Nao se sabe o porqué de alguns tumores permanecem

clinicamente silenciosos enquanto outros sdo agressivos. Esse fato tem sido

Introdugéo
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atribuido a varios fatores, entre os quais a idade avangcada no momento do
diagnéstico e a um crescimento tumoral lento (RUIJTER et al,1999). No entanto,
acredita-se que outros fatores como raca, cultura, dieta, hormoénios, e,
particularmente, fatores genéticos relacionados a velocidade de crescimento e a
diferenciacao celular, possam estar envolvidos (FRANKS, 1973; ROUS,1976).

A transformacdo maligna das células do epitélio prostatico e a
progressao para o CaP séo o resultado de uma série complexa de eventos que
sofrem influencia de fatores ambientais e genéticos (HAAS et al, 1997).

1.2- Fatores genéticos envolvidos na etiopatogenia

E sabido que o ciclo celular, a divisdo e a diferenciacéo celular resultam
da acdo de oncogenes e de genes supressores de tumores que mantém um
balanco na proliferacao, diferenciacdo e morte celular por apoptose (BISHOP et al,
1987; BISHOP et al, 1991; VISAKORRPI et al, 1992; HARTWELL et al, 1994).

O ciclo celular, que se estende por 18 a 25 horas na célula prostatica, a
semelhanca da maioria das células, divide-se em quatro fases consecutivas: G1
(intervalo pés-mitético e pré-sintese de DNA), S (fase de sintese de DNA), G2
(intervalo pds-sintese do DNA e pré-mitético) e M (mitose). As fases mais
importantes do ciclo sdo a fase S, onde ocorre a sintese de DNA, e a fase M,
quando os pares de cromossomos se replicam (fase de duplicacdo celular). As
fases G1, S e G2 compreendem 90% do ciclo celular. Durante todo o ciclo,
existem dois pontos de restricdo. O primeiro na fase G1/S, denominado start1 e o
segundo na fase G2/M, chamado start 2 (Figura 1). As células que estédo fora do
ciclo celular encontram-se na fase GO, podendo retornar ao ciclo a qualquer
momento, dependendo de estimulos apropriados (RABENHORST et al, 1993;
RABENHORST et al, 1994; ALBERTS et al, 1997; JOHNSON et al, 1999).
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As diferentes fases do ciclo celular estdo reguladas por duas classes
principais de proteinas: as cinases, que transferem o grupo fosfato do ATP para os
aminoacidos das proteinas, e as ciclinas, que sao reguladoras das cinases. A
expressao das ciclinas e a associacdo das mesmas as cinases dependentes de
ciclinas (CDKs) permitem que as células ultrapassem os pontos de restricdo. A
ciclina B regula CDKs no ponto G2/M e as ciclinas C, D e E sdo expressas no
inicio da fase G1 (Figura 2). O ciclo celular é regulado por um conjunto de reag¢des
bioquimicas independentes que controlam a sua progressao. Muitas dessas
reacoes envolvem cascatas de fosforilacdo de proteinas reguladoras, as quais
direcionam eventos bioquimicos coordenados, como a sintese de DNA na fase S e
o processo de mitose (HARPER et al, 1992; HALL et al, 1995; ALBERTS et al,
1997; JOHNSON et al, 1999).

Todos os fatores que estimulam a entrada de uma célula no processo
de divisdo ou sua progressao no ciclo celular sdo chamados de fatores proto-
oncogénicos. A ativacdo dos proto-oncogenes em oncogenes, que pode ocorrer
através de mutacdes puntiformes, amplificacoes, delecoes, translocacdes génicas
ou por ativacdo e autofosforilacdo dos receptores, induz a producdo de sinais
mitogénicos da superficie da célula para o nucleo, sinalizando a transcrigéo e
promovendo a divisdo celular. Os proto-oncogenes codificam proteinas que
podem ser divididas em 5 grupos de acordo com as respectivas fungoes:
EGF-fatores de crescimento epidérmico, EGFR-receptores de fatores de
crescimento epidérmico, proteinas transdutoras de sinais citoplasmaticos e
proteinas nucleares, incluindo os fatores de transcricdo (ALITALO et al, 1986;
BISHOP et al, 1987; VARMUS et al, 1989; BISHOP et al, 1991;
HOOLLYWOOD et al, 1992).

Em oposicdo aos fatores indutores do ciclo celular, os genes
supressores tumorais tém uma acéo inibitéria do ciclo celular e ativam o reparo do
DNA ou a indugao da apoptose (Figura 2). Quando funcionantes, as proteinas por
eles codificadas sado fundamentais para a inibicdo dos mecanismos indutores de
carcinogénese. Por outro lado, a desregulacdo dos seus efeitos supressivos, a

Introdugéo
24



qual pode ocorrer através de perdas alélicas do gene ou por defeitos em seu
funcionamento, pode levar a formagdo de um processo neoplasico (KNUDSON et
al, 1971; VOLGELSTEIN et al, 1988; FEARON et al, 1990; LEVINE et al, 1991;
VISAKORPI et al, 1992; HARTWELL et al, 1994).
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Sabemos que sdo necessarias alteragbes multiplas, sucessivas e
sequenciais em diferentes genes para que ocorra a transformacdo tumoral
(ALITALO et al, 1986; BISHOP et al, 1987; VARMUS et al, 1989; BISHOP et al,
1991; HOOLLYWOOD et al, 1992).

No entanto, algumas alteracbes genéticas podem produzir um
fenbmeno que propicia a ocorréncia de novas mutacbes. Este fendmeno,
chamado de instabilidade genética, € importante para explicar o comportamento
biolégico de alguns tumores que, ao acumularem vantagens de crescimento em
relacdo a outros, se tornam mais agressivos (PITOT et al, 1993;
RABENHORST et al, 1993; WONG et al, 1994; LAM et al, 1996;
SMAALAND et al, 1996; TSIHLIAS et al, 1999). A semelhanca de outros tumores,
fenbmenos relacionados a instabilidade genética (como a perda de
heterozigozidade, indicando o desaparecimento de genes supressores tumorais)
parecem ser um evento precoce nos tumores de préstata (HU et al, 2005). Assim,
€ possivel que em alguns individuos, a perda de alguns genes supressores
tumorais ou ativacao de determinados proto-oncogenes e sua transformacao em
oncogenes possam determinar maior instabilidade genética. As sucessivas
mutacdes subseqlentes que poderiam ocorrer no genoma instavel destes casos
poderiam levar a novas mutacdes vantajosas em termos de crescimento e
diferenciacdo das células tumorais, explicando uma maior agressividade e pior

evolugao clinica nestes casos.

1.3- Fatores ambientais envolvidos na etiopatogenia do cancer de prostata

Existem diferengas marcantes na incidéncia do CaP em diferentes
regides do Brasil e do mundo.

Da mesma maneira que se observa nos diversos paises do globo, no
Brasil, a incidéncia do CaP possui uma variacdo em relacdo aos seus estados. Por
exemplo, a taxa de novos casos de CaP varia de 48,48 casos/100.000 habitantes
em Pernambuco para somente 16,2 casos/100.000 no estado da Paraiba
(http://www.inca.gov.br/estimativa /2006). Muito embora essas diferencas podem
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ser, em parte, atribuidas as discrepancias na capacidade de atendimento do
sistema de saude de cada regido, € provavel que outros fatores estejam

envolvidos.

Da mesma forma, diferengas na mortalidade do CaP em varios paises
do mundo vem sendo atribuidas a fatores genéticos e ambientais além dos fatores
sociais como o acesso aos meios de assisténcia a saude (HAAS et al, 1997).

Uma série de estudos epidemiolégicos tem demonstrado que varios
fatores ambientais, incluindo irradiacdo ultra-violeta, poluentes, cigarro e dieta,
bem como fatores geograficos e raciais devem contribuir para o desenvolvimento
do CaP (EKMAN, 1999; HAYES et al, 1999; KOLONEL et al, 2000; HSING &
DEVESSA, 2001; QUINN, 2002). Uma série de estudos de migracdo também tem
mostrado a importancia do estilo de vida e dos fatores ambientais no
desenvolvimento do CaP (HSING & DEVESSA, 2001; GRONBERG, 2003).

Fatores dietéticos, androgénios e estilo de vida tém sido reconhecido
como preditores de risco para o CaP (WU et al, 1991; ROSS et al, 1998).

Um grande estudo de coorte, realizado no Hawaii (EUA), sugere que a
dieta rica em gordura animal e pobre em verduras/frutas estd associada com
aumento do risco para o CaP (GIOVANUCCI et al, 1993). Muito embora os
componentes da carne vermelha que causariam o céancer ndo tenham sido
identificados, acredita-se que, quando cozidas em altas temperaturas ou mesmo
grelhadas, as carnes vermelhas produzem aminas aromaticas heterociclicas e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos que sé&o substancias reconhecidamente
carcinogénicas (LIJINSKY et al, 1964; GROSS et al, 1993; MORGENTHALER
et al, 1995; KNIZE et al, 1997). JA os vegetais seriam protetores contra a
neoplasia prostatica por mecanismo desconhecido (CHAN et al, 2001). Agentes
anti-oxidantes como o licopeno, selénio, vitamina E também tem sido
considerados capazes de reduzir o risco de CaP a partir de estudos de coorte que,
infelizmente, sado limitados a populacdes especificas (CLARK et al, 1997;
CLARK et al, 1998; HEINOMEN et al, 1998; GANN et al, 1999; CHEN et al, 2001).
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1.4- Bases moleculares para a inter-relacao entre fatores ambientais e o

desenvolvimento do cancer de prostata

Uma susceptibilidade maior ou menor ao cancer advém da inter-relacao
entre os fatores ambientais de agressdao as células prostatica, chamados de
fatores xenobibticos, e os fatores genéticos que cada um de nds possui, € que sao
capazes de neutralizar tais carcin6genos ambientais. O metabolismo de
xenobibticos ocorre devido a acdo de uma série de enzimas oxidativas que podem
ser didaticamente divididas em fases | e Il. As enzimas de fase | inativam os
carcindégenos ou, eventualmente, ativam alguns compostos de maneira a torna-los
mais facilmente identificaveis pelas enzimas de fase |Il, consideradas
principalmente protetoras ja que elas detoxificam estes agentes neutralizando-os
ou eliminado-os (GUENGERICH, 1997).

Entretanto, uma série de polimorfismos existentes nos genes
codificadores destas enzimas modificam a sua ag¢ao tornando-as mais ou menos
ativas. Os polimorfismos genéticos das enzimas envolvidas na bio-transformacgéo
dos agentes carcinégenos tem sido considerados como importantes fatores na
génese do cancer prostatico (RESZKA et al, 2002; KESHAVA et al, 2004).

1.4.1- Sistema glutationa S-transferase

O sistema Glutationa S-Transferase (GST) consiste em um grande
grupo multigénico de enzimas de detoxificagcdo essencial para a protecao celular
(HAYES et al, 1995). Sua agado baseia-se na conjugagédo de xenobidticos com a
glutationa. A conjugacdo com a glutationa, além de diminuir a reatividade,
aumenta a solubilidade de xenobidticos hidrofébicos e reduz a meia-vida desses
compostos no corpo. Deste modo, o conjugado é transportado para fora da célula
por uma bomba de efluxo de glutationa S-conjugada ATP-dependente, e a seguir
€ eliminado pela urina e bile (HAYES et al, 1995).
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Estas enzimas catalisam e conjugam varios carcindgenos, drogas
terapéuticas, toxinas ambientais e produtos de “stress” oxidativo que podem estar
associados com a etiologia do cancer de préstata (STRANGE et al, 1998;
THIER et al, 2003). Além disso, relacionam-se com a atividade catalitica de
metabdlitos enddégenos e hormoénios esterdides, importantes determinantes no

desenvolvimento do cancer de prostata (GSUR et al, 2001).

Atualmente sdo conhecidas oito classes distintas de GST: Alpha,
Kappa, Mu, Omega, Pi, Sigma, Theta e Zeta.

A expressao do gene GSTP1 vem sendo associada ao
desenvolvimento de uma série extensa de neoplasias, particularmente
relacionadas ao tabagismo, incluindo tumores de cabega e pescogo, mama,
pulméo e préstata (STUCKER et al, 2002; OUDE et al, 2003). Um polimorfismo
envolvendo a troca de uma alanina por uma valina, resultando em uma
substituicdo de aminoacido lle/Val no exon 5 (1105V) produz 3 variantes alélicas,
as variantes em homozigoze lle/lle e Val/Val e a variante em heterozigoze lle/Val.
As variantes lle/Val e lle/lle possuem estabilidade e atividade especifica menores
do que as das enzimas que contém a isoforma Val/Val (ALI-OSMAN et al, 1997).
Estudos recentes deste gene em nosso laboratério mostram que este polimorfismo
constitui  um importante fator de risco para o cancer de tiredide
(GRANJA et al, 2004).

Por outro lado, se prover protecdo contra agentes carcindbgenos é
benéfico, a acdo exagerada das GSTs pode conferir a célula resisténcia contra
drogas e outros compostos que poderiam eventualmente serem utilizados no
tratamento do céancer. Portanto, se por um lado, a atividade das GSTs pode
beneficiar o organismo metabolizando substéncias nocivas ao organismo e
conferindo menor susceptibilidade a neoplasias, por outro pode ser responsavel
pelo fracasso de um tratamento quimioterapico ao impedir a acdo de drogas

anti-neoplasicas.
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Assim, a hiperexpressdo de GSTP1 causa resisténcia a diversas drogas
anti-neoplasicas e a presenca de polimorfismos no “locus” desse gene pode
diminuir a eficacia terapéutica de quimioterapicos (HENDERSON et al, 1988).

Os genes que codificam as isoenzimas do sistema glutationa
S-transferase GSTT e GSTM possuem uma variante alélica nula na qual o gene
inteiro esta ausente e, portanto, ndo existe producdo da respectiva enzima.
Acredita-se que, por ndo possuirem tais enzimas, individuos com o genétipo nulo
tornam-se mais susceptiveis a desenvolverem céancer; por outro lado, estes

individuos respondem melhor a drogas quimioterapicas.

A enzima GSTM1 detoxifica metabdlitos quimicos reativos derivados do
cigarro, como o0 benzo[a]pireno e outros hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(KETTERER et al, 1992). GSTT1 metaboliza varias substancias com potencial
carcinogénico, incluindo os mono-halometanos, os quais sao amplamente
utilizados como agentes metilantes, pesticidas e solventes (GUENGERICH et al,
1995). Varios estudos epidemioldgicos sugeriram que o0 gendtipo nulo do gene
GSTM1, GSTT1 ou da combinacdo de ambos estd associado a maior
susceptibilidade a uma série de canceres. Estudos realizados em nosso
laboratério demonstraram que a variante nula duplamente homozigota aumenta o
risco para cancer de tiredide em 2.6 vezes (MORARI et al, 2002). O gene GSTT1
€ expresso em grande quantidade na prostata, sugerindo que a ativagdo de
compostos para os intermedidrios genotoxicos de GSTT1 poderia aumentar o
risco de neoplasia prostatica (REBBECK et al, 1999).

A classe Omega das GSTs, recentemente descrita (TONG et al, 1998;
BORD et al, 2000; YIN et al, 2001), esta envolvida na biotransformacao de
compostos enddgenos e exdgenos, entre eles varios carcinbgenos importantes,
como o arsénico (um contaminante universal da agua) e varios outros produtos de
“stress” oxidativo e drogas terapéuticas (HAYES ef al,1995). Sabe-se que existe a
expressdo de GSTO em tecidos prostaticos, porém sua funcao fisioldgica ainda
nao é bem conhecida (MARIOT et al, 2000; DULHUNTY et al, 2001). Além disso,
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existem evidéncias de que GSTO1 modula receptores de rionodina (RyR), que sao
canais intracelulares de célcio do reticulo endoplasméatico de varias células,
envolvidos com a homeostase de Ca* (MARIQOT et al, 2000; DULHUNTY et al,
2001). Sabe-se que os ions calcio desempenham papel importante no processo
de apoptose celular. A apoptose celular € aumentada quando os receptores de
rionodina sdo ativados em células de cancer da prostata, de forma que a inibicao
desses receptores poderia proteger células mutadas contra a apoptose causada
por mobilizacdo de Ca** de reservas RyR-sensiveis (MARIOT et al, 2000;
PAN et al, 2000). Uma troca de base C para A na posicao 419, causando uma
substituicdo do aminoacido alanina por um aspartato na posi¢cao 140 do éxon 4
pode reduzir a atividade enzimatica da GSTO (TANAKA-KAGAWA, et al 2003;
WHITBREAD et al, 2003).

1.4.2- Sistema CYP e o gene CYP1AT1

O gene CYP1A1 pertence a familia multigénica do citocromo P450
(CYP) cujas enzimas tém papel importante na biotransformacdo de muitos
xenobiodticos (GUENGERICH et al, 1997). As vérias enzimas do citocromo P450
sdo chamadas de enzimas de fase |, pois sdo responsaveis pela monoxidacao
inicial dos xenobidticos em seu processo de excrecdo, além de serem
responsaveis pela introducao de grupos funcionais, permitindo que as enzimas de
fase Il reconhecam e atuem sobre o composto xenobidtico (GUENGERICH et al,
1997). O gene CYP1AT1 codifica a proteina P4501A1, a qual catalisa a oxidacao de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em produtos fendlicos e epoxidos
(GONZALEZ et al, 1998). A ativacdo desta enzima ocorre pela ligacdo do
composto indutor ao receptor Ah (aryl hidrocarbon) que inicia o processo de
transcricdo dos componentes do metabolismo de xenobidticos (KAWAJIRI et al,
1993). Esses compostos indutores podem ser hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, flavonoides de plantas e derivados de indol (MCDONNEL et al, 1992).
Cerca de 10% da populacdo caucasoide apresenta uma forma polimérfica da
enzima CYP1A1 a qual vém sendo associada ao risco de neoplasias de
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bronquios, laringe e cavidade oral, particularmente em individuos fumantes
(NEBERT et al, 1996). A variante alélica m1 do gene CYP1A1 apresenta uma
substituicdo de nucleotideos, de T por C, na regido codificadora, associada a
elevada atividade enzimatica. Esse polimorfismo ja foi relacionado ao
desenvolvimento de cancer de préstata em familias japonesas (SONG et al, 2001;
SUZUKI et al, 2003).
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Figura 1- Esquema de pontos de controle do ciclo celular
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2.1- Objetivo geral

Correlacionar a influéncia de polimorfismos dos genes GSTM1 (Mu),
GSTO1 (Omega), GSTP1 (Pi), GSTT1 (Teta) e CYP1A1 com a ocorréncia do CaP
buscando definir se estes polimorfismos constituem fator de risco individual ou em

combinacao para a doenca.

2.2- Objetivos especificos

2.2.1- Comparar os perfis genotipicos da populagao portadora de HPB e de

CaP para estabelecer gendtipos de risco para neoplasia;

2.2.2-Correlacionar tais perfis genotipicos com outros fatores epidemiolégicos
(raca) e laboratorial (PSA) reconhecidos como de risco para o CaP;

2.2.3- Correlacionar os perfis genotipicos com o estadiamento (T.N.M.) dos

pacientes e anatomo-patologico (Gleason);

2.2.4- Correlacionar os perfis genotipicos com a resposta terapéutica dos
pacientes submetidos a radioterapia conformacional da préstata e
prostatectomia radical.
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3.1- Pacientes

Este estudo prospectivo do tipo caso-controle foi realizado a partir do
sangue periférico de 225 individuos portadores de sintomas do trato urinario
inferior consecutivamente atendidos, no periodo de janeiro de 2003 a janeiro de
2004, no Ambulatério de Urologia do Hospital Irmaos Penteado e Irmandade de
Misericordia de Campinas. Foram incluidos no estudo os pacientes que assinaram
o Termo de Consentimento Informado, de acordo com o Comité de Etica em
Pesquisa local e da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP).

Os pacientes responderam a um protocolo de perguntas (anexo 2),
aplicado pelo autor, contendo os dados clinicos necessarios para esta pesquisa,
os quais foram comparados com os respectivos dados dos prontuarios médicos,
como anatomo-patoldgico, idade de aparecimento do tumor, tipo histolégico do
tumor, valores do PSA, toque retal, Gleason, estadiamento clinico e tratamento. O
questionario incluia a avaliacdo do estilo de vida, como histéria ocupacional e
profissional, habito dietético, incluindo a ingestdo de carne vermelha; consumo de

drogas, alcool e tabagismo.

Os pacientes foram separados em dois grupos: a categoria dos
fumantes e os ndo fumantes. O primeiro incluia individuos que consumiram no
minimo 20 magos (20 cigarros por mago) de cigarro por um ano, no minimo por

um periodo de 5 anos.

3.1.1- Critérios de inclusao

Para que os pacientes fossem incluidos no estudo era necessario que
apresentassem diagnostico estabelecido de céancer prostatico ou hiperplasia
prostatica benigna, confirmados por biépsia trans-retal ou por exame de peca

cirurgica.
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Os estudos clinicos (histéria clinica, exame fisico geral, exame
urologico incluindo toque prostatico), laboratorial (exames hematoloégicos gerais,
urina |, antigeno prostatico especifico (PSA) e fostatase alcalina) e de imagens
(ultra-som trans-retal da prostata, cintilografia éssea, tomografia computadorizada
do abdome/pelve e radiografia de térax), foram realizados e analisados
sistematicamente em todos os portadores de CaP pelo mesmo observador
(o autor). Utilizou-se como critério para estadiamento a classificagao proposta pela
Unido Internacional Contra o Céancer e denominada de T.N.M. (Tumor, Nodulo,
Metastase) (SOBIN et al, 1997).

3.1.2- Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes com historia pregressa de

neoplasia e histéria de cancer da préstata na familia.

3.2- Caracterizacao da amostra

De um total de 225 pacientes (CaP) incluidos no estudo, 100 eram
portadores de HPB e 125 de CaP (Figura 3). Na tabela 1 resumimos as
caracteristicas clinicas, os parametros de agressividade ao diagnostico e o
seguimento dos pacientes. As caracteristicas demograficas e de estilo de vida de
ambos os grupos, incluindo o consumo de alcool, carne vermelha, vegetais e

exercicios fisicos, foram similares.

Desses 125 pacientes, quarenta e oito foram primariamente submetidos
a prostatectomia radical, 42 pacientes a radioterapia conformacional prostatica,
1 paciente a crioterapia, 10 a terapia hormonal medicamentosa/bloqueio hormonal
(andlago LHRH e/ou anti-androgénio), 14 a terapia hormonal cirurgica/bloqueio
hormonal (orquiectomia) e 10 ao acompanhamento clinico (Figura 4).

Trés pacientes que mantiveram os niveis de PSA elevados apdés cirurgia radical
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foram submetidos a radioterapia na loja prostatica. Outros 4 pacientes que
evidenciaram persisténcia da doenga apds cirurgia (dosagens de PSA>0,2 ng/ml)
receberam terapia hormonal medicamentosa (bloqueio hormonal). Trés pacientes
que apresentaram tumor hormdnio resistente e com doenca disseminada foram
submetidos a quimioterapia sistémica. Os pacientes portadores de CaP foram
seguidos por um periodo de 37 a 40 meses (média 33 meses) com dosagens
sérica periddicas de PSA, de acordo com o protocolo do Servigo de Urologia da

Irmandade de Misericérdia de Campinas.

A maioria dos casos (83%) foi diagnosticada em estadio clinico
localizado da doenga (#T2) e grupo de risco intermediario, ou seja, escore de
Gleason 2-6 (62% dos casos). Foram incluidos 19 pacientes com estadio clinico
T1 e 75 pacientes com estadio clinico T2 que foram submetidos a radioterapia ou
prostatectomia radical. Dezessete (17) pacientes tiveram estadiamento clinico T3
e apenas um (1) T4. Tivemos 13 casos em que o estadiamento clinico nao foi

notificado (Figura 5).

Como verificamos na figura 4, o tratamento do CaP foi
predominantemente por meio da prostatectomia radical (38,4%) (por via
retropubica) e da radioterapia conformacional (33,6%). Entre as modalidades
terapéuticas indicadas para quadros mais avang¢ados, houve uma discreta
preferéncia entre os pacientes para a orquiectomia (11,2%) comparado com a
hormonioterapia medicamentosa (8%). Um contingente reduzido de pacientes

optou pelo acompanhamento (8%).

Como se depreende na figura 6, a maioria dos pacientes (57,6%) se
apresentou com escore de Gleason até 6, o que em geral se associa a casos de
melhor progndstico. Observou-se que 36%, dos pacientes avaliados (CaP),
possuiam escore de Gleason 7 (3 + 4 ou 4 + 3) , 0 que corresponde a casos de

comportamento biolégico mais agressivo.
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Distribuicao dos pacientes segundo
anatomopatolégico
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Figura 3- Distribuicdo dos pacientes segundo anatomopatoldgico
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DISTRIBUICAO DOS PACIENTES SEGUNDO O
TRATAMENTO
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Figura 4- Distribuigdo dos pacientes segundo o tratamento
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Figura 5- Distribuicdo dos pacientes portadores de CaP segundo estadiamento
clinico
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Distribuicao dos 125 pacientes (CaP) segundo o
escore de Gleason 0 <7

w77

W Missing

45

Figura 6- Distribuicdo dos 125 pacientes segundo o escore de Gleason

3.2.1- Idade

A média das idades dos pacientes foi de 64 anos (variando de 40 a
84 anos), nos pacientes com HPB e de 69 anos (variando de 52 a 92 anos), nos
pacientes com CaP (Tabela IlI). Os pacientes com CaP (89%) possuiam
freqientemente idade maior que 60 anos comparados com os portadores de HPB
(31%) (¢2=14.84; p<0.001).

3.2.2- Raca

Entre os pacientes com HPB, 74 eram de cor branca e 16 pacientes
nao branco; entre os pacientes com cancer da prostata, 90 pacientes eram

brancos e 22 nao brancos.
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Nao foi encontrado diferenca, entre os pacientes portadores de HPB e
neoplasia prostatica, em relagao a raga (82% brancos e 18% né&o brancos vs 80%

brancos e 20% néo brancos).

3.2.3- Fumantes e nao fumantes

Nao foi encontrado diferenga, entre os pacientes portadores de HPB e
neoplasia prostatica, em relagcdo ao tabagismo (62% fumantes e 38% né&o

fumantes vs 60% fumantes e 40% n&o fumantes).

3.2.4- PSA

Como esperado os niveis de PSA sao mais elevados (30+74) em
pacientes com CaP do que os pacientes com HPB (3+3) (MW; p<0.001)
(tabela 2).

3.2.5- Gleason

Houve um predominio dos pacientes com score de Gleason até 6
(57,6%) e 36% com Gleason 7 (3+4 ou 4+3).

Tabela 2- Distribuicdo dos pacientes de acordo com o diagndstico histolégico,
idade, PSA e raca.

Céancer da Prostata (CaP) Hiperplasia Prostatica Benigna
Casos (HPB) - Controles
N° 125 100
Idade (anos) * 69,92 64,24
PSA ™ 9,39 2,18
Raca (branca) 90 74
Raca (ndo branca) 22 16
* Média
** Mediana

Casuistica e Métodos

44



3.3- Tratamento e seguimento

Foi selecionado entre os 125 pacientes portadores de CaP, de modo a
avaliar a resposta terapéutica e a sobrevida, 72 pacientes em estagio clinico < T2,
apresentando escore de Gleason < 7, PSA < 10 ng/ml (grupo homogéneo), que foi
tratado com radioterapia conformacional prostatica e prostatectomia radical. O
tempo de seguimento médio, nessa analise de subgrupo, foi de 37,6 meses para a
radioterapia conformacional e 40 meses para a prostatectomia radical. Sete
pacientes faleceram devido a doenga especifica durante o seguimento. Os
resultados terapéuticos foram definidos como favoraveis ou nao favoraveis de
acordo com os sinais clinicos, elevacao do PSA de cada individuo e o escore
histologico de Gleason inicial. A recorréncia da doenga foi definida a partir dos
seguintes parametros: PSA>0,2 ng/ml ou 0,4 ng/ml acima do nadir em duas
amostras consecutivas para prostatectomia radical; nivel do PSA>0,5 ng/ml apds
radioterapia e/ou evidéncia de doenga em qualquer método de imagem. O escore
histolégico de Gleason foi utilizado, de acordo com a escala de 2 a 10, sendo que
os valores menores correspondem a tumores bem diferenciados e os valores
maiores a tumores indiferenciados (GLEASON, 1977). Definimos, no nosso
estudo, os casos de escore de Gleason < 7 como grupo favoravel e de = 7, como
desfavoravel, para realizar analise  estatistica  (GLEASON, 1977;
EPSTEIN et al, 1996).

3.4- Métodos
3.4.1- Extracao de DNA de sangue periférico

O DNA das amostras coletadas foi extraido utilizando-se o método
padrao do Fenol/Cloroférmio. Inicialmente foi feita a lise das hemacias com
tampéao (NaCl 10 nM; MgCl, 5mM; Tris-HCL 10mM, pH 7.5). A seguir foi feita a lise
dos leucdcitos com tampao (NaCl 5N; EDTA 0.2M; Tris-HCL 10mM, pH 7,5;
Uréia). Foi adicionado SDS (20%) e o produto foi incubado a 37°C por 30 minutos.
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O processo de purificacdo foi feito com Fenol saturado com Tris e
Cloroférmio-alcool-isoamilico (24:1). A precipitacéo foi feita com Acetato de Sodio
(3M), etanol 70% e 100%. O material extraido foi re-suspendido com tampéo TE
(Tris 10mM e EDTA 1mM).

Apods o processo de extragdo do DNA, uma leitura no Espectrofotdmetro
foi feita para garantir sua qualidade, considerado adequado para leituras entre
260/280 nm.

3.5- Analise dos polimorfismos
3.5.1- Para os genes GSTM1 e GSTT1

Para a analise dos polimorfismos de GSTT1 e GSTM1 utilizamos uma
PCR-Multiplex com a co-amplificagdo do gene da B-globina que foi utilizado como
controle para as amostras que possuiam o genoétipo nulo para ambos os genes
das glutationas. Utilizamos os primers e condi¢gdes previamente descritos por
Morari et al, 2002 e resumidos a seguir. O volume utilizado na PCR foi de 50 pl,
contendo 100 ng de DNA, 50 nM de cada primer (GSTM1, GSTT1 e B-globina), 10
mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 uM de cada nucleotideo trifosfato, 2,0 mM de MgCl, e
0.5 U de Taq DNA Polimerase. A PCR foi constituida de 35 ciclos de 94°C por
45 segundos, com temperaturas de anelamento de 62°C por 45 segundos e 72°C
por 1 minuto. A fase inicial de desnaturagado foi de 2 minutos a 94°C, e a fase de
extensao final foi de 10 minutos a 72°C. O sistema utilizado foi o MJ PTC-200
PCR. Foi adicionado ao produto final da técnica de PCR azul de bromofenol na
proporcao de 3:1. Os resultados finais foram analisados posteriormente a partir da
visualizagédo sob luz ultra-violeta da amplificagdo dos genes em géis de agarose

2%, corados com brometo de etideo (8mg/ml).
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A figura 7 exemplifica nossos resultados na identificacdo de GSTT1 e
GSTM1

1 2 3 4 56 7
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Figura 7- Gel de agarose 2% com o resultado de uma PCR-multiplex de pacientes
com cancer de prostata. Amostras 1 e 2 possuem os genes GSTT1 e
GSTM1, a amostra 4 apresenta a delegcao do gene GSTT1, as amostras
3, 6 e 7 apresentam a delecao do gene GSTM1 e a amostra 5 possui a
delecdo de ambos os genes. Podemos verificar a presenga do DNA pela

amplificagdo do gene da -globina.

3.5.2- Para o gene GSTP1

O gene GSTP1 foi amplificado com uma PCR simples utilizando os
primers em condi¢des previamente descritos por Granja et al, 2004 e resumidos a
seguir. O volume utilizado na PCR foi de 25 pl, contendo 100 ng de DNA, 50 nM
de cada primer, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 uM de cada nucleotideo trifosfato,
2,0 mM de MgCI2 e 0.5 U de Tag DNA Polimerase. A PCR foi constituida de
35 ciclos de 94°C por 45 segundos, com temperaturas de anelamento de 63°C por
50 segundos e 72°C por 1 minuto. A fase inicial de desnaturacéo foi de 2 minutos
a 94°C, e a fase de extensao final foi de 7 minutos a 72°C. O sistema utilizado foi o
MJ PTC-200 PCR. Os resultados finais foram analisados posteriormente a partir
da visualizagdo sob luz ultra-violeta da amplificacdo dos genes em géis de

agarose 2%, corados com brometo de etideo (8mg/ml). Apds confirmar a
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amplificagdo do gene GSTPI1, as amostras foram submetidas ao processo de
Restricdo Enzimatica (Figura 4). O volume utilizado na restrigdo enzimatica foi de
12,75 pl, contendo 10 ul de PCR da amostra, 0,75 ul de Enzima Alw261 (BsmAl) e
2 ul de tampéo correspondente. O processo de digestdo ocorreu a 37°C durante
16 horas e o sistema utilizado foi o MJ PTC-200 PCR. Os resultados finais foram
analisados a partir da visualizac&o da restricdo enzimatica, sob luz ultravioleta, em
géis de agarose 3%, corados com brometo de etideo (8mg/ml), podendo ser
classificados como normal, homozigoto e heterozigoto para o gene GSTP1.
A figura 8 exemplifica nossos resultados na identificagdo de GSTP1.
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Figura 8- Gel de agarose 3% de GSTP1, corado com brometo de etideo (8mg/ml).
Resultado de uma restricdo enzimatica de pacientes com cancer de
prostata. Amostras 4, 7, 8, 9, 10 e 11 possuem gendtipo normal;
amostras 1 e 6 possuem gendtipo homozigoto e amostras 2, 3 e
5 possuem gendtipo heterozigoto para o gene GSTP1. O padrdo de
corrida eletroforética diferencia as variantes de GSTP1 do padrao
normal, o que foi confirmado por sequenciamento direto de 6 amostras
representativas desses diferentes padrbes de corrida. O
sequenciamento foi realizado no sequenciador automatico utilizando o

Kit Big Dye terminator cycle sequencing ready reaction.
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3.5.3- Para os genes CYP1A1

No caso do gene CYP1A1, a mesma metodologia e condigbes acima
descritas para GSTP1 foi utilizada. Foi realizado uma PCR simples, seguida de
restricdo enzimatica. A enzima utilizada foi Msp1 (Fermentas Life Sciences) e os

primers utilizados estao descritos na Tabela 3.
Tabela 3- Seqiiéncias dos primers utilizados nas reacdes de PCR

Gene CYP1A1 M1

PRIMER SEQUENCIA 5’- 3’

M1 sense CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT

M1 antisense TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT

Para observacdo dos resultados, fez-se uma eletroforese em gel de
agarose 3% corada com brometo de etideo (8mg/ml). A visualizagéo foi feita sob
luz ultravioleta.

A figura 9 exemplifica nossos resultados na identificagdo de CYP1AT.
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Figura 9- Gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo (8mg/ml). Resultado
de uma restricdo enzimatica de pacientes com cancer de prostata.
Amostras 2, 3, 4, 5, e 7 possuem genodtipo normal; amostra 1 possui
genotipo homozigoto e amostra 6 possui gendtipo heterozigoto para o
gene CYP1A1.
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3.5.4- Para o gene GSTO1

O gene GSTOT1 e suas variantes foram amplificados pela técnica de
PCR-SSCP com posterior sequenciamento das amostras. Os primers e as
condi¢des utilizadas foram previamente descritos (WHITBREAD et al, 2003). Em
resumo, o volume utilizado na PCR foi de 25 pnl, contendo 100 ng de DNA, 50 nM
de primer, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 100 uM de cada nucleotideo trifosfato,
1,5 mM de MgCl, e 0.4 U de Tag DNA Polimerase. A PCR foi constituida de
35 ciclos de 94°C por 45 segundos, com temperatura de anelamento de 59°C por
50 segundos e 72°C por 1 minuto. A fase inicial de desnaturagao foi de 2 minutos
a 94°C, e a fase de extens3o final foi de 7 minutos a 72°C. Os produtos da PCR
foram misturados com 95% de formamida deionizada, 0.05% de azul de
bromofenol, 0.05% xileno cianol e 50 mM NaOH, e a seguir desnaturados a 94°C
por 10 minutos. O produto final foi corrido em géis de poliacrilamida
0.4mm/30cm/45cm. A eletroforese foi conduzida a 2-5 W overnight em
temperatura ambiente. Os géis foram corados com nitrato de prata. Cinco
amostras de DNA provenientes de pacientes que tinham alteragdes de migragao
na eletroforese foram seqlenciadas para a comprovagcdo dos polimorfismos
respectivos. O sequenciamento foi realizado no sequenciador automatico

utilizando o Kit Big Dye terminator cycle sequencing ready reaction.

As figuras 10 e 11 exemplificam nossos resultados na identificagdo de
GSTO1.
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Homozigoto

Figura 10 - Gel de SSCP demonstrando o padréo de bandas em individuos com

cancer de prostata. A amostra 9 possui um gendtipo homozigoto, as
demais amostras apresentam um gendétipo normal para o polimorfismo
do gene GSTO1 em pacientes com cancer. Observam-se duas bandas
extras na variante em homozigoze de GSTOT1, o que foi confirmado
pelo sequenciamento direto da respectiva amostra.

1 2 3 4 5 6 7 8

Heterozigoto

Figura 11 - Gel de SSCP demonstrando o padréo de bandas de individuos com

cancer de prostata. A amostra 2 possui um genétipo heterozigoto, as
demais amostras apresentam um gendtipo normal para o
polimorfismo do gene GSTO1 em pacientes com cancer. Observa-se
uma banda extra na variante em heterozigoze de GSTO17, o que foi

confirmado por sequenciamento direto da respectiva amostra.
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Amostras controles positivas e negativas foram incluidas em todas as
reacbes de PCR e corridas eletroforéticas, incluindo as PCR-SSCP-
sequenciamento para detectar possiveis contaminacdes e inconsisténcias devidas

ao manejo dos géis.

3.5.5- ANALISE ESTATISTICA

Para o registro e analise estatistica das informagdes coletadas em
fichas individuais, foi criado um banco de dados utilizando-se o programa
Microsoft Excel 2000. Todas as variaveis de interesse foram categorizadas e
estudou-se a presenca de associagao entre estas variaveis. Para isso foi feito o
cruzamento das variaveis apresentadas em tabelas de dupla entrada. A presenga
de associagdo entre as varidaveis categodricas foi analisada pelo Teste do
Qui-quadrado (y2) ou pelo Teste Exato de Fischer (para valores esperados
menores que 5). A comparagao de variaveis numéricas foi feita com o teste de
Mann-Whitney (MW) ou Wilcoxon na anadlise da idade, escore de Gleason e
valores de PSA e os diferentes grupos genotipicos. O teste de Kruskal-Wallis (KW)

foi utilizado para comparar idade entre os grupos.

O escore de Gleason foi avaliado como variavel categoérica utilizando o
valor de 6 como base; 3+4=7, 4+3=7; 2-6 e 7-10 como as co-variaveis. O
estadiamento foi utilizado como variavel categorica utilizando o estadio T2 como
base; T3 e T3b; e T1 + T2 e T3 + T4 como co-variaveis. Os niveis de PSA também
foram avaliados como variaveis categéricas utilizando o PSA total como base;

< 4 ng/ml, 4-10ng/ml e > 10 ng/ml como co-variaveis.

A andlise de influéncia das variaveis de interesse no CaP,
conjuntamente, foi realizada através da analise de regressao logistica, modelos

univariado e multiplo com critério Stepwise de selegéo de variaveis.

Adotou-se o nivel de significancia de 0,05. Niveis de probabilidade (P)

inferiores a esse valor foram considerados significantes.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com a histologia, caracteristicas clinicas, PSA, Gleason, Estadio T,

tabagismo (F: fumantes, NF: Nao fumantes), presenca de metastase ao diagndstico, recorréncia e/ou
metastase a distancia durante o seguimento e /ou morte.

Diagnéstico Presencga de metastase ao Caracteristicas Seguimento
diagnéstico Clinicas
PSA Gleason Estadio T Loco-regional Distancia Tabagismo Recorréncia
<4 410 >10 2-6 7-10 T1-T2 T3-T4 Fumantes Nao elou
fumantes metastase
Adenocarcinoma 14 49 59 72 45 94 18 27 1 38 58 34
da préstata (7 mortes)
HPB 60 22 4 32 53

Tempo médio de seguimento 33 meses
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A tabela 4 demonstra a distribuicdo genotipica em pacientes com HPB
e CaP bem como a comparagdo estatistica entre os grupos. Nao houve
associacao genotipica entre GSTT1 e GSTM1 nulo e o risco de CaP, nem
considerando cada gene individualmente nem analisando suas diferentes
combinagdes (Graficos 1, 2 e 3). Também, ndo houve diferenca entre as variantes
de GSTP1, GSTO1 e CYP1A1 nos pacientes com HBP e CaP (Gréficos 4, 5 e 6).
Andlise de regressado logistica univariada demonstrou que idade maior que
60 anos (p<0.001) e niveis de PSA total maior que 9.39 ng/ml (p<0.001) foram os

unicos fatores relacionados com a susceptibilidade ao cancer da prostata.

Ja que as enzimas GSTM1 e CYP1A1 detoxificam hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, como o0 benzo[a]pireno encontrados no cigarro, nos
comparamos o risco para CaP em individuos fumantes e ndo fumantes em relacao
aos genotipos GSTM1 e CYP1A1 associados. Como demonstrado na tabela 5,
nao houve interacao significativa entre os genétipos de GSTM1 ou CYP1AT1 e o

fumo.

Também examinamos o risco para o CaP em relagcdo aos genoétipos de
GSTs ou CYP e a idade ao diagndstico, parametros de agressividade de acordo
com os niveis de PSA total, escore de Gleason e estadio ao diagndstico
(tabelas 6,7 e 8l). Nao foi possivel demonstrar qualquer relagao entre os gendtipos
estudados e qualquer parametro de agressividade do tumor ao diagnéstico ou
durante o seguimento. Como demonstrado na tabela VI, ndo houve interagao entre

0s genoétipos de GSTs e CYP com o cancer localizado ou avancado.

Também nado houve relagdo entre a resposta a radioterapia
conformacional ou prostatectomia radical nos resultados em termos de evolucgao,
no grupo de 72 pacientes em que testamos a associacdo genotipica com estes

parametros.

Nao houve nenhuma correlacdo entre quaisquer combinacdes
genotipicas de GSTs ou de GST e CYP com fator clinico (PSA), epidemiolégico

(raca) ou anatomo-patologico.
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A distribuicao dos diferentes gendtipos estudados ndo estd de acordo

com o equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto nos pacientes com cancer e quanto na

populacao controle (HPB) para nenhum dos gendtipos analisados.

Tabela 4- Distribuicdo dos diferentes gendtipos estudados em pacientes com

cancer de prostata (CaP = 125 pacientes) e hiperplasia prostatica

benigna (HPB = 100 pacientes).

CaP HPB
Gene Genotipo N % N % Valor P
GSTP1 lle 105 Val
lle/lle 64 52.9 53 54.6 0.578
lle/Val 36 29.7 32 32.9
val/val 21 17.4 12 12.4
GSTOf1 Ala140Asp
ala/ala 114 92.7 91 93.8 0.843
ala/asp 6 4.8 3 3.1
asp/asp 3 2.4 3 3.1
GSTTH
Presente 82 66.7 75 77.3 0.083
Nulo 41 33.3 22 22.7
GSTMH1
Presente 56 45.2 46 47.4 0.738
Nulo 68 54.8 51 52.6
GSTT1/GSTM1
Presente/presente 36 29.2 33 34.0 0.311
Presente /nulo 46 37.4 42 43.0
Nulo /presente 20 16.2 13 13.4
Nulo /nulo 21 17.0 9 9.28
CYP1A1 M1 (6235T>C)
T/T 94 76.4 68 70.1 0.446
T/C 24 19.5 26 26.8
C/C 5 4.07 3 4.0
GSTM1/CYP1A1 M1
Presente/(T/T) 47 36.72 32 31.7 0.897
Presente/(T/C) 12 9.37 14 13.9
Presente/(C/C) 3 2.34 2 1.98
Nulo/(T/T) 48 37.5 38 37.62
Nulo/(T/C) 15 11.72 14 13.86
Nulo/(C/C) 3 2.34 1 0.99
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Tabela 5- Comparacéo entre a distribuicdo dos diferentes gendtipos estudados

nos pacientes com adenocarcinoma da préstata fumantes e néao

fumantes.
Fumantes = Nao fumantes
Gene Genétipo N % N % Valor p
GSTP1 Normal 18 47.3 31 54.4 X?=0.45 0.503
Variantes alélicas 20 52.6 26 45.6
GSTO1 Normal 52 89.6 35 92.1 F 0.999
Variantes alélicas 3 7.8 6 10.3
GSTTH Presente 23 60.5 44 75.8 X?=256 0.110
Nulo 15 39.4 14 241
GSTM1 Presente 19 50.0 26 448 X?=z0.25 0.619
Nulo 19 50.0 32 55.1
CYP 1A1 M1 Normal 27 71.0 46 79.3 X?=0.86 0.354
Variantes alélicas 11 28.9 12 20.6
GSTT1/ GSTM!1 Presente /presente 12 31.5 19 32.7 X?=3.06 0.383
Presente /nulo 11 28.9 25 43.1
Nulo /presente 7 12.0 7 18.4
Nulo /nulo 8 21.0 7 12.0
CYP 1A1 M1+ Nulo+variantes
GSTM1 alélicas 6 15.7 7 12.0 X?=0.27 0.602
outros 32 84.2 51 87.9

X? = Chi-quadrado, F= teste exato de Fisher.
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Tabela 6- Comparacéo entre os diferentes genoétipos e a avaliagao clinica dos
pacientes. Doenca localizada = T1+T2; doenca avancada = T3+ T4 de
acordo com o .N.M.

GSTM1 Valor de P
Nulo Presente
Doenca localizada N 54 39
(%) (58) (41.9)
Doenga avangada N 7 11 p°=0.134
(%) (38.8) (61.1)
GSTT1
Nulo Presente
Doenca localizada N 29 63
(%) (31.5) (68.4)
Doencga avangada N 6 12 p°=0.880
(%) (33.3) (66.7)
GSTP1
Selvagem Variantes
alélicas
Doenca localizada N 48 42
(%) (53.3) (46.6)
Doencga avangada N 11 7 p°=0.545
(%) (61.1) (38.8)
GSTO1
Selvagem Variantes
alélicas
Doenca localizada N 87 5
(%) (94.5) (5.4)
Doenca avancada N 14 4 p°=0.038
(%) (77.7) (22.2)
CYP1A1
Selvagem Variantes
alélicas
Doenga localizada N 68 24
(%) (73.9) (26)
Doenca avancada N 14 4 p°=0.999
(%) (77.7) (22.2)
GSTM1 + CYP1A1
GSTM1 nulo/ Outras
CYP1A1alterado combinacoes
Doenga localizada N 78 14
(%) (84.7) (15.2)
Doenca avancada N 16 2 p°=0.999
(%) (88.8) (11.1)
GSTT1 + GSTM1
GSTT1 GSTT1 GSTT1 GSTT1
nulo/ presente/ nulo/ presente/
GSTM1 GSTM GSTM1 GSTM1
nulo nulo presente  presente
Doenca localizada N 15 38 14 25
(%) (16.3) (41.3) (15.2) (27.1)
Doenga avangada N 2 5 4 7 p°=
(%) (11.1) (27.7) (22.2) (38.8) 0.553
p® = Teste Qui-quadrado
p° = Teste Exato de Fisher
Resultados
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Tabela 7- Comparacéo entre os diferentes genoétipos e a avaliacao clinica dos

pacientes com relacao ao PSA.

GSTMA Valor de P
PSA (ng/ml) Nulo Presente
#4 8 6
(57.14) (42.86)
4-10 28 1
(58.3) (61.1)
>10 32 27 p°=0.911
(54.24) (45.76)
GSTT1
Nulo Presente
#4 3 11
(21.43) (78.54)
4-10 16 31
(34.04) (65.96)
>10 21 38 p°= 0.595
(35.59) (64.41)
GSTP1
Selvagem Variantes
alélicas
#4 8 6
(57.14) (42.86)
4-10 25 20
(55.56) (44.44)
>10 30 29
(50.85) (49.15) p°=0.853
GSTO1
Selvagem Variantes
alélicas
#4 13 1
(92.86) (7.14)
4-10 45 2
(95.74) (4.26)
>10 53 6
(89.83) (10.17) p°=0.494
CYP1A1
Selvagem Variantes
alélicas
#4 13 1
(92.86) (7.14)
4-10 35 12
(74.47) (25.53)
>10 43 16
(72.88) (27.12) p®=0.281
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GSTM1 + CYP1A1

GSTM1 nulo/ Outras
CYP1A1alterado combinacées
#4 0 14
(0.00) (100.0)
4-10 8 39
(17.02) (82.98)
>10 9 50 p°=0.261
(15.25) (84.75)
GSTT1 + GSTM1
GSTT1 GSTT1 GSTT1 GSTT1
nulo/ presente/ nulo/ presente/
GSTM1 GSTM GSTMH1 GSTM1
nulo nulo presente  presente
#4 1 7 2 4
(7.14) (50.0) (14.29) (28.57)
4-10 10 17 6 14
(21.28) (36.17) (12.77) (29.79)
>10 10 22 11 16 p’=
(16.95) (87.29) (18.64) (27.12) 0.902
p® = Teste Qui-quadrado
p° = Teste Exato de Fisher
Resultados
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Tabela 8- Comparacéo entre os diferentes genoétipos e a avaliagao clinica dos
pacientes com relacao ao escore de Gleason.

GSTM1 Valor de P
Gleason Nulo Presente
2-6 36 36
(50.0) (50.0)
7-10 28 16
(63.64) (36.36) p’= 0.152
GSTT1
Nulo Presente
2-6 27 44
(38.03) (61.97)
7-10 11 33 p’= 0.149
(25.00) (75.00)
GSTP1
Selvagem Variantes
alélicas
2-6 34 35
(49.28) (50.72)
7-10 25 19
(55.82) (43.18) p°=0.434
GSTO1
Selvagem Variantes
alélicas
2-6 67 4
(94.37) (5.63)
7-10 39 5
(88.64) (11.36)
p°=0.300
CYP1A1
Selvagem Variantes
alélicas
2-6 55 16
(77.46) (22.54)
7-10 32 12
(72.73) (27.27)
p°=0.565
Resultados
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GSTM1 + CYP1AT1

GSTM1 nulo/ Outras
CYP1A1alterado combinacdes
2-6 9 62
(12.68) (87.32)
7-10 8 36
(18.18) (81.82) p°=0.419
GSTT1 + GSTM1
GSTT1 GSTT1 GSTT1 GSTT1
nulo/ presente/ nulo/ presente/
GSTM1  GSTM GSTM1 GSTM1
nulo nulo presente  presente
2-6 13 22 14 22
(18.31) (30.99) (19.72) (30.99)
7-10 6 22 5 11
(13.64) (50.00) (11.36) (25.00) p’=
0.220

p® = Teste Qui-quadrado
p° = Teste Exato de Fisher
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Grafico 1- Comparacado dos diferentes genétipos das GSTT1 e GSTM1 em
portadores de HPB e CaP
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Presente

Grafico 2- Comparagao dos diferentes genétipos da GSTM1 em portadores de
HPB e CaP
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Grafico 3- Comparacao dos diferentes gendtipos da GSTT1 em portadores de
HPB e CaP
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Grafico 4- Comparacao entre os diferentes genétipos do GSTP1 em pacientes
portadores de HPB e CaP
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Grafico 5- Comparacao entre os diferentes gendtipos do GSTO7 em pacientes
portadores de HPB e CaP
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CaP HBP

Grafico 6- Comparacao entre os diferentes genétipos de CYP1AT mi1 em
pacientes portadores de HPB e CaP
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5- DISCUSSAO
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Um elevado numero de estudos publicados nos ultimos anos tem
procurado definir genes de predisposicdo ao cancer de prostata (XU et al, 1998;
GIBBES et al, 1999; XUE et al, 2000; OSTRANDER & STANFORD, 2000;
TAKAKU et al, 2003). Igualmente, varios trabalhos tém buscado marcadores de
agressividade do CaP. Embora ainda nao tenhamos uma aplicacao pratica destes
estudos, as pesquisas em citogenética, cinética celular e biologia molecular,
aliadas a observagdes clinicas e epidemioldgicas consistentes tém permitido
compreender melhor e identificar os multiplos, seqlienciais e cumulativos eventos

envolvidos na carcinogénese prostatica.

Genes que sao envolvidos na protecao individual a exposi¢do a agentes
carcinogénicos assim como genes moduladores do resultado da terapéutica
podem ser implicados tanto no risco de cancer como no seu prognostico. Uma
série de polimorfismos de linhagem germinativa de DNA tem sido investigada na
tentativa de delinear modelos poligénicos de susceptibilidade e prognédstico do
cancer de préstata. Estes modelos sdo particularmente interessantes, pois podem
ajudar a selecionar individuos de alto risco para quimio-prevencao e determinar
quais homens com CaP localizado serdao mais provavelmente beneficiados com
uma terapéutica mais agressiva. Infelizmente, os estudos de investigacao de
genes de susceptibilidade tém produzido resultados inconsistentes no CaP,
principalmente por usarem amostras pequenas, mas também pela estratificacéo
populacional secundaria a diversidade étnica das populagdes investigadas, e
ainda devido as limitadas consideracdoes sobre as diferentes combinacées dos

polimorfismos.

No intuito de aumentar nosso entendimento acerca da interacdo entre
os fatores de exposicdo ambiental e os fatores genéticos com a patogénese,
predisposicao e o prognostico dos pacientes com adenocarcinoma de prostata,
foram avaliados os genes GSTMI1, GSTT1, GSTP1 e CYP1A1 na populacao
brasileira. Nao se demonstrou qualquer associacdo significante entre os
polimorfismos estudados e a susceptibilidade ao cancer de préstata, parametros
de agressividade tumoral ao diagndstico ou ainda comportamento durante o
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seguimento. Igualmente, n&o encontramos associacdo entre GSTO7 e o
adenocarcinoma da préstata, bem como seu comportamento com as variaveis
avaliadas. Esse é o primeiro trabalho, de nosso conhecimento, que estuda a
influéncia de GSTOT1, um gene recentemente descrito e potencialmente
interessante, na susceptibilidade ao cancer de préstata.

Contrariando nossos resultados, um estudo recente de tipo
caso-controle de numero significativo de pacientes portadores de CaP
(n=590 pacientes) demonstrou um aumento de risco modesto (OR=1,54; 95% ClI:
1.19-2.01) de cancer prostatico em individuos com delecao homozigota do gene
GSTM1 (AGALLIU et al, 2005). Infelizmente, os controles nesse estudo foram
selecionados somente com base na anamnese sem a realizacdo de toque retal e
dosagem sérica do PSA. Considerando-se a grande prevaléncia de tumores
silenciosos na populacdo, este é um fator essencial que merece uma avaliacao
mais criteriosa. Em um estudo inicial de tipo caso-controle em que utilizamos
67 pacientes de CaP pareados com individuos clinicamente assintomaticos, nos
encontramos um risco significativo de CaP em individuos com enzimas variantes
de GSTP1, ap6s ajuste pela idade, tabagismo e uso de drogas
(LIMA JUNIOR et al, 2004). Os dados demonstravam um aumento de risco de
11 vezes (OR=11,908; 95% CI: 4956-28.614) para individuos com variantes de
GSTP1 e os individuos com genétipos nulos combinados para GSTT1 e GSTM1
tiveram 2,9 vezes (OR= 2.9012; 95% CI: 1.0752-7.8281) maior risco de cancer
prostatico comparados com a populagéo considerada normal (LIMA JUNIOR et al,
2004). Esses resultados poderiam ser controversos; ja que o risco de CaP
desapareceu quando passou-se a utilizar, como grupo controle, individuos com
HPB no presente estudo. Além do fator grupo controle, as caracteristicas étnicas
da populacao estudada por Agalliu et al (eg: homens caucasianos de meia idade)
podem ter influenciado nos seus resultados, ja que existe grande influéncia étnica
na distribuicdo destes polimorfismos em diferentes populagdes (AGALLIU et al,
2005). Assim, acreditamos que a alta heterogeneidade da composicao étnica da
populacdo brasileira nos permite diminuir a influéncia deste fator em nossos
dados. Concordando com nossos dados, um estudo de meta-analise publicado
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recentemente e que incluiu 11 trabalhos com analise genotipica de GSTM1 (2.063
casos e 2.625 controles), 10 estudos com analise genotipica de GSTT1 (1.965
casos e 2.554 controles) e ainda 12 estudos com andlise genotipica de GSTP1
(2.528 casos e 3.076 controles) concluiu que esses trés polimorfismos ndo devem
ser fatores importantes de susceptibilidade no CaP (NTAIS et al, 2005).

Uma avaliagcdo pormenorizada dessa meta-analise publicada por
NTAIS et al, nos faz questionar sobre a utilizacdo dos grupos controles, as
diferencas étnica dos pacientes (varios paises incluidos no estudo), pareamento

da idade, raga, bem como o tamanho amostral dos varios estudos.

Nosso trabalho foi criterioso e cuidadoso na inclusdo de pacientes com
relacdo a idade, exame de toque retal e dosagem do PSA sanguineo em todos os
pacientes e ainda a inclusdo de HPB nos controles (diagnéstico

anatomopatolégico).

Em relagdo ao gene CYP1A1, ha poucas informagdes sobre o seu
papel no risco no cancer de préstata, apesar das multiplas funcées desse gene.
Um estudo caso controle utilizando 115 pacientes portadores de CaP e
200 pacientes com HPB como controle encontrou uma freqtiéncia do genétipo
valina (Val)/valina(Val) para CYP1A1 de 11.3% nos CaP enquanto que esta
frequéncia foi de apenas 5,5% nos controles. Esse estudo sugeriu que os
polimorfismos de CYP1A1 estariam associados com um aumento significante de
risco para CaP (OR= 2,4; 95% Cl= 1:01+£5:57) (MURATA et al, 2001). Mais ainda,
os autores encontraram um risco aumentado de CaP em pacientes que
apresentavam a combinagédo de polimorfismos de CYP1A1 e GSTM1 nulo, com
um OR de 2,2 (MURATA et al, 2001). Interessantemente, ambos GSTs e CYPs
sao relacionados com o metabolismos de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
derivados do cigarro e também com o consumo de dieta a base de carne vermelha
cozida em altas temperaturas. Muito embora o papel do cigarro na
susceptibilidade ao cancer de prostata, agressividade ou resposta terapéutica

ainda permanecem controversos, muitos estudos indicam que o cigarro nao
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exerce um papel importante na carcinogénese prostatica (MERRICK et al, 1993).
Nossos dados corroboram tal concluséo visto que nao obtivemos qualquer relacédo
entre o perfil genotipico para GSTM1 e CYP1A1 com o risco para CaP. Nossos
dados também nao demonstraram quaisquer relagdes entre o estilo de vida, dieta
e pratica esportiva com o risco para CaP. Um estudo recente confirmou a
associacdo de CYP1A1 com o risco de cancer prostatico, mas enquanto o
haplotipo T-A-C (CYP*1 A) foi significativamente associado com o aumento do
CaP, o haplotipo C-A-C (CYP1A1*2 A) foi significativamente associado com a
diminuicao do risco de CaP (CHANG et al, 2003). Novamente, nossos dados nao
sugerem quaisquer influéncias de CYP1AT1 na patogénese do cancer prostatico.
No entanto fica evidente a necessidade de mais dados para uma avaliagdo melhor
da importancia de CYP1A1 na etiopatogenia do CaP.

Nossos perfis genotipicos ndo estdo de acordo com o equilibrio de
Hardy-Weinberg, nem nos pacientes com cancer de préstata como na populacédo
controle (HPB). Isto poderia significar que realmente os gendétipos estudados tém
implicacédo na etiopatogenia do cancer de prostata. Entretanto, acreditamos que o
fato apenas reflita a relativa juventude da populagdo em termos de evolucdo
genética. Para que uma populagédo esteja no equilibrio de Hardy-Weinberg deve
obedecer a algumas regras: os acasalamentos entre os individuos dessa
populacdo devem se aleatérios € nao seletivos; a populacdo ndo deve estar
sujeita a migracdes nem a mutacdes constantes. Assim, as freqiiéncias e razdes
genotipicas nessa populacdo serdo constantes de geracdo para geragao.
Notemos que as condicbes para a validade da lei sdo muito restritas, e que na
maioria dos casos ela s6 pode ser aplicada a populacdes tedricas (UZUANI &
BINER, 1997). No caso da populacao brasileira, com sua mdultiplas e sucessivas
ondas de migracdo das mais variadas origens, o equilibrio de Hardy-Weinberg

deve levar ainda algum tempo para ser atingido.
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6- CONCLUSAO




Nossos dados mostram que os polimorfismos dos genes GSTMI,
GSTO1, GSTP1, GSTT1 e CYP1A1 nado estao relacionados nem individualmente

nem em associa¢cao com o risco ou com a evolucao da neoplasia prostatica.
Em resumo, concluimos que:

6.1.1- Os polimorfismos dos genes GSTM1 (Mu), GSTO1 (Omega),
GSTP1(Pi), GSTT1(Teta) e CYP1A1 avaliados separadamente ou em
combinacdo ndao possuem correlagdo com o risco para cancer de

préstata.

6.1.2- Os polimorfismos dos genes GSTM1 (Mu), GSTO1 (Omega), GSTP1
(Pi), GSTT1(Teta) e CYP1A1 avaliados separadamente ou em
combinacdo ndo possuem correlacdo com fatores epidemiolégicos

(raca) e laboratorial (PSA) de risco para adenocarcinoma da préstata.

6.1.3- Os polimorfismos dos genes GSTM1 (Mu), GSTO1 (Omega),
GSTP1(Pi), GSTT1(Teta) e CYP1AT1 avaliados separadamente ou em
combinagdo ndo possuem correlacdo com o estadiamento clinico e
anatomo-patolégico (Gleason) nos pacientes portadores de

adenocarcinoma da préstata.

6.1.4-Os polimorfismos dos genes GSTM1 (Mu), GSTO1 (Omega),
GSTP1(Pi), GSTT1(Teta) e CYP1AT avaliados separadamente ou em
combinacdo nado possuem associacdes com a resposta terapéutica
dos pacientes portadores de adenocarcinoma da préstata que foram
submetidos a radioterapia conformacional prostatica e prostatectomia

radical.
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ANEXO 8.1

TERMO DE CONSENTIMENTO
Projeto de Pesquisa em Genética Molecular do Cancer
Profa. Dra. Laura Sterian Ward
Paciente ou Responsavel pelo paciente
ST ) ST P PO PPR

T g To =TT oo L PR PPPPPPPPPPPP
=1 (2101 1= TSRO

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

Também sei que esta pesquisa pode trazer beneficios para a cura ou
tratamento do céncer no futuro, mesmo que eu ndo me beneficie disso agora. Nao terei
nenhum gasto com a doacdo do meu material para esta pesquisa e sei que poderei
cancelar minha decisao e deixar de participar em qualquer momento. Também nao serei
submetido a qualquer procedimento que nao faga parte da rotina de meu tratamento
normal, sob a orientacdo de meu médico habitual.

Estou consciente da importancia de minha participacdo da qual posso desistir
em qualquer momento. Fui informado de que este projeto esta aprovado pelo COMITE DE
ETICA EM PESQUISA e sei que poderei obter todas as informacdes que desejar no fone
(19) 3783-8936.

Assinatura
Profa. Dra. Laura Sterian Ward — Coordenadora do GEMOCA/FCM-UNICAMP
Cidade Universitaria Zeferino Vaz ou Caixa Postal 6111 — CEP 13081-970
Campinas — SP / BRASIL FAX : 0055-019-2894107 e-mail: ward@unicamp.br
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ANEXO 8.2

PROTOCOLO DE PESQUISA — PROSTATA

NO e
NOME & i [dade @ ..o
Idade a0 diagnOStCO & ...ooeiiveeeiiiiiee e Raga & .o
AtivIdade ProfiSSIONAL ........eeieiiiiee i e e e enne

» Antecedentes :
Tabagismo  Alcool  Drogas (maconha,cocaina,crack,outros)

» Habitos :

Exercicios fisicos (semanal) : SIM NAO
Ingesta de carne vermelha SIM NAO
Ingesta de verduras ; SIM NAO
» Exames :
PSA e, TR o e

» Anatomopatoldgico :

TiPO NISTOIOGICO = ...
(] L= 1o IS

» Estadiamento
CiNtilografia 0SS : ....coiiiiiiiie s
[ 3 e T 2= G
O =1 0T0 (o]0 1[=Y4 =1 1Y/ TR

SO =1 7= 10 0[]0 (o TP

@ 011 =T V7= o= Lo JS SRS
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