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RESUMO

A mudancga na estrutura da piramide etaria da populacao brasileira nos ultimos
anos resultou em um aumento substancial nas doencgas de etiologia genética e
degenerativa crbnica, causando impacto na populacao idosa. Assim, o cancer
de prostata (CaP) e a hiperplasia benigna prostatica (HBP) sdo duas das
patologias que estdo em forte ascensdao na faixa etaria mais avancada da
populacdo. Os disturbios da prdstata tém uma etiologia multifatorial, com
énfase na idade e fatores genéticos, e o cancer de prostata € o terceiro cancer
mais comum na populacdo masculina. Alteragcdes no DNA, como polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs) em genes relacionados a proliferacao,
diferenciacao e apoptose, tém sido fortemente associados ao risco de CaP e
HBP. O presente projeto teve como objetivo analisar polimorfismos de genes
possivelmente envolvidos nas patologias mencionadas aqui. Os genes e
polimorfismos selecionados para este estudo foram: GSTT17 nulo (-) / ndo nulo
(+), CYP1A1 (rs1379298245), CDH1 (rs16260), e TP53 (rs1042522). A amostra
foi composta por 292 individuos com idade acima de 50 anos, atendidos pela
equipe de Urologia da Policlinica de Duque de Caxias e oriundos do INCA, e
que foram divididos em trés grupos - CaP, HBP e controle - de acordo com
seus diagnosticos. Das 292 amostras coletadas 114 sao do grupo controle, 133
do grupo HBP e 45 com o cancer de proéstata. Nao foi observada uma
associacgao significativa nos genoétipos nulo e ndo nulo do gene GSTT1, e nem
nos polimorfismos rs16260 e rs1042522 com as patologias mencionadas. Ja o
rs1379298245 apresentou-se associado com o CaP e a HBP nas analises
genotipica e alélica. Portanto, a partir dos achados deste estudo, pretende-se
ter um melhor entendimento da relacdo entre o perfil genético dos individuos
com as patologias estudadas, e assim auxiliar na descoberta de uma possivel
suscetibilidade dos individuos ao CaP e no tratamento diferencial. Acreditamos
que esta proposta vai ao encontro da necessidade do aumento de investimento
na pesquisa de doencgas crénico-degenerativas (de continuo incremento devido
a maior longevidade da populagéo) a fim de diminuir o impacto socioeconémico

causado por elas entre os idosos Brasileiros.

Palavras-chave: Cancer de Préstata, Hiperplasia Benigna Prostatica,
Genotipagem, Polimorfismo



ABSTRACT

The change in the structure of the age pyramid of the Brazilian population in
recent years has resulted in a substantial increase in genetic and chronic
degenerative diseases, impacting the elderly population. Thus, prostate cancer
(PCa) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are two of the pathologies that
are on the rise in the most advanced age group of the population. Prostate
disorders have a multifactorial etiology, with an emphasis on age and genetic
factors, and prostate cancer is the third most common cancer in the male
population. DNA alterations, such as single nucleotide polymorphisms (SNPs)
in genes related to proliferation, differentiation and apoptosis, have been
strongly associated with the risk of PCa and BPH. This project aimed to analyze
gene polymorphisms possibly involved in the pathologies mentioned here. The
genes and polymorphisms selected for this study were: GSTT1 null (-) / non-
null (+), CYP1A1 (rs1379298245), CDH1 (rs16260), and TP53 (rs1042522).
The sample consisted of 292 individuals aged over 50 years, cared for by the
Urology team at the Polyclinic of Duque de Caxias and from INCA, and who
were divided into three groups - PCa, BPH and control - according to their
diagnoses. Of the 292 samples collected, 114 are from the control group, 133
from the BPH group and 45 with prostate cancer. No significant association was
observed in the null and non-null genotypes of the GSTT7 gene, nor in the
rs16260 and rs1042522 polymorphisms with the mentioned pathologies. On the
other hand, rs1379298245 was associated with PCa and BPH in genotypic and
allelic analyses. Therefore, based on the findings of this study, it is intended to
have a better understanding of the relationship between the genetic profile of
individuals with the studied pathologies, and thus help in the discovery of a
possible susceptibility of individuals to PCa and in the differential treatment. We
believe that this proposal meets the need for increased investment in research
on chronic-degenerative diseases (continuously increasing due to the greater
longevity of the population) in order to reduce the socioeconomic impact caused

by them among elderly Brazilians.

Keywords: Prostate Cancer, Benign Prostatic Hyperplasia, Genotyping,
Polymorphis
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1 Introdugao

A mudancga na estrutura etaria brasileira pde em evidéncia o aumento da
expectativa de vida, tendo como consequéncia um maior numero de idosos na
nossa populacdo, fazendo necessario o enfrentamento do crescimento de
doencas croénico-degenerativas, mais comum em pessoas com idade
avangada, que sao, em dgeral, caracterizadas por sua etiologia multifatorial
(WHO, 2015). Como exemplo dessas doencas temos o cancer de prostata
(CaP) que é considerado caracteristico da terceira idade, ja que cerca de trés
quartos dos casos no mundo ocorrem a partir dos 60 anos. O CaP é o cancer
que teve maior aumento na estimativa do numero de casos em 2020 no Brasil
(29,2%) (figura1), € um dos que mais causam 0Obito no mundo e o segundo no
Brasil (figura2) (INCA, 2020).

Tabela 1. Estimativa de novos casos de CaP para o ano de 2020, no Brasil.

- Em homens, Brasil, 2020

Localizagdo Primaria Casos Novos %
Prastata 65.540 29,2
Traqueia, Bronquioc e Pulmao 20.520 9.1
Calon & Reto 17.760 7.9
Estdmago 13.360 5.9
Cavidade Oral 11.180 5.0
Eséfago 8.690 3.9
Bexiga 7.590 3.4
Laringe 6.470 29
Leucemias 5920 26
Sistema Nervoso Central 5.870 26
Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 225460 100,0
Todas as Neoplasias 309.230

Fonte: INCA, 2020.



Tabela 2. Mortalidade do CaP conforme a localizagao primaria do tumor e sexo
para o ano de 2019, no Brasil.

- Em homens, Brasil, 2019

Localizacio Primaria Obitos %
Tragueia, Bronguios e Pulmbes 16.733 13.8
Prostata 15.983 13.1
Cdlon e Reto 10.191 8.4
Estdmago 9636 7.9
Esdfago 6.802 b
Figado e Vias biliares intrahepaticas 6.317 5.2
Fancreas 5905 49
Cavidade oral 5120 42
Sistema Mervoso Central 5049 4.1
Leucemias 4014 3.3
Todas as neoplasias 121.686 100,0

Fonte: INCA, 2021.

Para o ano de 2025 estima-se que a populacdo idosa em nosso pais
ultrapasse 32 milhées (IBGE, 2019) e isto exige respostas do Estado e da
Sociedade quanto a saude publica. Realizar estudos que auxiliem no
diagnostico e tratamento de pacientes com cancer de prostata € de grande
importancia para a diminuicdo da mortalidade causada por esta patologia no

Brasil.

1.7 Fisiologia da Préstata

Caracterizada como uma glandula exocrina masculina, a préstata tem seu
desenvolvimento estimulado pela testosterona e é responsavel pela secrecao
de cerca de 30% do fluido seminal (Mills et al., 2012). Possui forma
arredondada, pesando em torno de 20g em um jovem, medindo 4cm de

comprimento e cerca de 4 a 5 cm de largura (figura 1) (Umbreit et al., 2012).



Figura 1. Representacdo da Prdstata saudavel.

Préstata Normal

'O

Fonte: adaptada de Ovalle e Nahirney, 2013.

A prostata é revestida pela capsula prostatica que é formada por uma
densa camada de tecido conjuntivo composto por fibras de colageno e elastina,
além da musculatura lisa. Além de a prostata ser dividida internamente em trés
zonas diferentes: central, de transicdo e periférica (figura 2); possui dois
componentes importantes, sendo eles o epitélio glandular e o estroma

fibromuscular (Ovalle e Nahirney, 2013).

A zona central possui formato cOnico e esta localizada superior e
posteriormente a uretra proximal, constitui 20% do tecido glandular, mas
somente 5% dos casos de cancer de prostata comecam nessa regiao. A regiao
composta pela zona de transicao € localizada imediatamente anterior e lateral a
uretra proximal, entre as zonas periférica e central, constitui 5% do tecido
glandular, € a sede inicial de 25% dos casos de céncer de prostata e,
frequentemente é associada com hiperplasia benigna prostatica (HBP). A zona
periférica envolve a por¢cao mais posterior, lateral e inferior da prostata.
Constitui 70% do tecido glandular e também em 70% dos casos é a sede inicial
do céancer de préstata (Hammerich et al., 2009; Silveira e Zaidan, 2018).



Figura 2. Representagédo das zonas anatdmicas da Proéstata.

Zona central

Estroma fibromuscular

Fonte: adaptado de Hammerich et al., 2009.

O epitélio da prostata humana consiste em trés maiores componentes
celulares: as células basais, luminais e neuroenddcrinas. As células basais sdo
achatadas e pequenas na base da membrana. Elas ndo apresentam receptores
androgénicos, sendo consideradas células precursoras do epitélio prostatico
(Lee e Pheel, 2004).

O estroma prostatico envolve inumeros tipos de células presas em uma
matriz extracelular feita de diversos tipos de colagenos e glicoproteinas. Os
fibroblastos e as células musculares lisas séo os tipos celulares predominantes,
embora as células endoteliais androgénio-sensitivas e células nervosas sejam

amplamente representadas (Roehrborn e Mcconnel, 2002).

O crescimento anormal da prostata pode se dar por fatores como: acoes
mecénicas, fatores genéticos, exposicdo a agentes quimicos, e o proprio

envelhecimento (Bostwick et al., 2011; Hemelrijck et al., 2012).



1.2 Cancer de Prostata (CaP)

Cancer € o nome dado a um conjunto de doencgas que tém em comum o
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgaos. Dividindo-
se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formacgao de tumores. Tem inicio a partir de danos no DNA que
podem modificar a expressao dos genes relacionados a divisao celular. (ACS,
2016; Hollstein et al., 2017). As células neoplasicas compartilham diversas
caracteristicas importantes para sua sobrevivéncia (figura 3), dentre elas a
capacidade de sustentar a proliferagdo crénica, capacidade de permanecer se
dividindo, resisténcia ao processo de apoptose, capacidade ilimitada de
replicacdo, promocao da angiogénese e a capacidade de invadir tecidos

vizinhos (Hanahan e Weinberg, 2011).

Figura 3. As caracteristicas do cancer.
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O CaP comecga quando as células da préstata comecam a se multiplicar

exacerbadamente. A maioria dos tipos de CaP sao adenocarcinoma, mas esta



patologia também se apresenta em outros tipos, como sarcomas, carcinomas
de células transicionais, carcinomas de pequenas células e tumores
neuroenddcrinos (exceto carcinomas de pequenas células), porém, esses tipos
sdo raros (ACS, 2016).

Ele mostra evolugédo lenta e silenciosa, muitas vezes sem sintomas, e
quando apresenta é geralmente confundido com o aumento normal da prostata
em decorréncia do avango da idade (Jemal et al., 2011). Ja em sua fase
avancada os sintomas podem ser dor aguda ao urinar, infec¢do urinaria,
insuficiéncia renal e outras manifestacbes decorrentes de processos
metastaticos, como por exemplo a presenca de dores Osseas (Vieira et al,
2012). O risco estimado ao longo da vida de um diagnéstico de cancer de
prostata € de cerca de 13%, enquanto o risco de morrer de cancer de prostata
€ de cerca de 2,5 % (Barry et al., 2017).

Podem ocorrer lesbes multicéntricas em diferentes zonas do tecido
prostatico com diferentes graus. Isso se da, pois, a prostata possui uma
capsula que atua como uma barreira de expansao as células tumorais que
tendem a se desenvolver e proliferar para o interior da propria glandula. A
progressao das células malignas pode fazé-las migrar para tecidos adjacentes,
favorecendo o processo de angiogénese, aumentando as chances da

ocorréncia de metastase (Miller e Torkko, 2001).

Devido aos seus padrdes arquiteturais variados e caracteristicas
citolégicas proprias o adenocarcinoma prostatico tem sido graduado em
diferentes sistemas, dentre eles o escore de Gleason € o mais utilizado
atualmente. No sistema de Gleason o padrao arquitetural encontrado em cada
caso € graduado de 1 a 5 no qual o 1 corresponde a um tumor bem
diferenciado e o0 5 a um tumor pouco diferenciado. Logo, ao final desta
avaliacdo, € atribuido o escore de Gleason que consistird no somatério do
primeiro e do segundo padrao arquitetural predominante (figura 4) variando
assim entre 2 (Gleason 1+1, tumor bem diferenciado) e 10 (Gleason 5+5, tumor
pouco diferenciado) (Campa et al., 2016).



Figura 4. Diagrama esquematico do sistema de classificacao Gleason.
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2007.

1.3 Hiperplasia Benigna Prostatica (HBP)

A hiperplasia benigna prostatica (HBP) é caracterizada pelo aumentodo
epitélio da préstata e do estroma prostatico, que leva a uma alteragdo na
estrutura dessa gléndula, resultando no seu aumento volumétrico (figura 5). A
HBP consiste de um tumor benigno e é dependente do metabolito da
testosterona, a dihidrotestosterona (DHT), para seu desenvolvimento (Barry et
al., 1992). E a patologia geniturinaria ndo-maligna mais comum na populagéo
masculina idosa, afetando mais de 40% dos individuos com idade superior aos
60 anos (Arjona e Sanz, 2008).



Figura 5. Representacéo da prostata com HBP
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Fonte: adaptada de Ovalle e Nahirney, 2013.

Clinicamente, os sintomas da HBP podem se manifestar, devido ao
aumento do volume prostatico, de forma obstrutiva, com compressao da bexiga
e uretra levando a dificuldade para urinar, e irritativa, levando a incontinéncia
urinaria (Srougi et al., 2008). Como consequéncia, o individuo pode apresentar
diversos sintomas como esvaziamento incompleto da bexiga, infeccoes
urinarias recorrentes, insuficiéncia renal, litiase vesical entre outros (Chughtai
et al., 2016).

Alguns estudos sugerem que condicdes genéticas, hormonais e
inflamatorias de individuos com HBP podem estar ligadas ao desenvolvimento
do CaP (Alcaraz et al., 2009; Schenk et al., 2011), porém, ainda sao
necessarios outros estudos para se obter respostas mais concretas sobre a
relacdo entre o CAP e o HBP.

1.4 Fatores de Risco

Muitos sdo os fatores de risco que parecem estar ligados ao

desenvolvimento do CaP. O mais significativo € a idade, onde idosos tem



maiores chances de apresentar a doenga, mas além desse temos também a
etnia, onde individuos afrodescendentes tém uma tendéncia maior de
desenvolver esta patologia. Afro-americanos tém uma incidéncia por idade de
cerca de 200 por 100.000 homens, ja em homens brancos a incidéncia € de
120 por 100.000 (Barry et al., 2017).

Outros fatores de risco também estdo relacionados ao CaP, como
predisposicao genética, processos inflamatdrios, dieta hiperlipidica, fatores
hormonais, tabagismo e obesidade. Individuos fumantes podem apresentar a
forma mais agressiva do cancer de prostata, bem como maiores complicacgoes,
mas estes achados ainda precisam ser melhor investigados por outros estudos
(ACS, 2016).

1.5 Fatores Genéticos Relacionados ao CAP

A carcinogénese pode ter relacdo com a mutagénese, pois modificagdes
genéticas tendem a levar ao desenvolvimento do cancer, mas essas mutacoes
ou polimorfismos devem ser numerosos €, em genes diferentes para terem
efeito na carcinogénese. Muitos genes envolvidos na génese do cancer
codificam componentes bioquimicos que regulam o comportamento celular.
Essas proteinas codificadas, quando sofrem altera¢des, podem influenciar no
crescimento celular ajudando na proliferagcdo celular exacerbada. Alteracdes
nos proto-oncogenes 0s convertem em oncogenes, apresentando efeito
dominante que promove a perda do controle celular, diferente dos genes
supressores tumorais que necessitam de dois eventos mutacionais em funcao

do seu carater recessivo (figura 6) (Alberts et al., 2010).
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Figura 6- Alteracgdes criticas do cancer.
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As mutagobes criticas do cancer situam-se em duas categorias completamente distintas,
dominante e recessiva. (A) Oncogenes atuando de forma dominante: uma alterac&o para
ganho de fungdo em uma das copias do gene conduz a célula em dire¢do a malignidade.
(B) Alteracdes em genes supressores de tumor comumente atuam de maneira recessiva:
a funcdo de ambos os alelos dos genes criticos para o cancer deve ser perdida para
conduzir a célula em direc&do ao cancer. Fonte: Alberts et al., 2010.

Polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) se apresentam como
diferencas na sequéncia de bases do DNA que podem ter consequéncias
patoldgicas diretas, e vem sendo associados a doencgas degenerativas, como o
Cancer. Sao modificacbes genéticas encontradas em mais de 1% da
populagéo, que podem estar localizadas em regiées promotora, codificadora e
nao codificadora (Rocha, 2007; Moraes et al., 2015).

Alteragbes nas células envolvidas no processo inflamatorio podem
influenciar na progressao do tumor e também sua metastase devido a uma
falha no controle da resposta imune (Robinson e Coussens, 2005; Aggarwal et
al., 2006). Individuos que apresentam HBP podem apresentar um risco maior
de desenvolver CaP devido a inflamagdo cronica da préstata, quando
comparados com individuos saudaveis. No entanto, nem todas as doencgas

inflamatorias cronicas elevam o risco de cancer (Maclennan et al., 2006).
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Os genes selecionados para o projeto foram GSTT1, CYP1A1, CDH1 e
TP53 (tabela 3). Sdo genes que estao envolvidos com diversos processos no
organismo como reparo de DNA, desintoxicacdo metabdlica de carcinogénicos,

regulacdo de fatores transcricionais, entre outros, como pode ser observado na

tabela 3.

Tabela 3. Lista de genes alvo do estudo

Localizagéo Produto Funcao celular Ref
Atua na metabolizagéo de
. dihalometanose na protecdo contra danos Strangeet al., 2001;
Cromossomo Glutationa S-

] TransferaseTheta no DNA, danos esses, causados por Eeleset al., 2013;
metabdlitos cancerigenos derivados do Maliket al., 2016
meio ambiente.

. Atua. na apvag:ao de pro,carC|nogenps ) Martin et al., 2010;
Cromossomo  Citocromo P450  ambientais e é responsavel pela oxidagao . )
. , . Qinet al., 2018; El

15 1A1 de esteroides, acidos graxos e .

s Ezziet al., 2017
xenobioticos.
Cromossomo Caderina ::L::e:ta;r Zdefsl(i}erzngs iii':;gi’ el/:;oude Markouet al., 2017,

16 epitelial do tipo 1 , P &40, Qiuet al., 2009
metastase celular.

C Supressor de tumor, atua no reparo ao Kluthet al., 2014;
rom<1)§somo Proteina P53 DNA, parada em G1 e inducao de Lawrence et al.,

apoptose 2014

1.6 Diagnoéstico e terapias para o CaP

O diagnostico se da a partir da realizacdo de exames, levando em
consideragao os sinais e sintomas no paciente. A forma mais utilizada para o
rastreamento do CaP € a realizagdo da dosagem do PSA associado ao toque
retal (DRE) (figura 7), que é indicado para individuos acima de 45 anos e a
realizacdo da ultrassonografia transretal (TRUS), e caso tenha alguma
alteracao a bidpsia transretal. Também se deve levar em consideragao a idade,
pois o valor do PSA considerado normal se difere entre jovens e idosos. Em
geral, aumentos superiores a 0,75 ng/mL ao ano devem ser investigados com a
realizacdo da biopsia transretal. A ultrassonografia transretal identifica lesdes
suspeitas de malignidade e melhora a precisdo da biopsia prostatica, porém,
menos da metade das lesbes malignas sdo detectadas por ela (Dornas et al.,
2008).
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Apesar de todos os exames utilizados para o diagndstico do cancer, se
fazem necessarios estudos que possam detectar alteragcbes nos genes
possivelmente associados ao desenvolvimento do CaP podendo assim,
contribuir para descoberta de uma possivel suscetibilidade do individuo ao
CaP, facilitando o diagnostico precoce, e até uma possivel descoberta de
marcadores moleculares, e ajudando também no desenvolvimento de novas

formas terapéuticas.

Figura 7. Representacdo do exame de toque retal.

Bladder ‘ | ,Rectum

Fonte: http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/prostate/Patient

As terapias para o CaP variam de acordo com o grupo de risco no qual o
paciente se enquadra, elas devem visar tanto o controle oncolégico quanto a
manutencao da qualidade de vida. Deve-se considerar o estadiamento da
doenga, a expectativa de vida do paciente e outras doengas apresentadas pelo
mesmo, assim como os efeitos colaterais de cada tratamento, e tem como
objetivo promover um efeito paliativo, curar e/ou impedir sua reincidéncia
(Dornas et al., 2008). Sao diversos os possiveis procedimentos utilizados no
tratamento do CaP, como imunoterapia, terapia-alvo, hormonioterapia,
radioterapia, quimioterapia e cirurgia (Murad e Kats, 1996; Dornas et al., 2008;

James et al., 2016). Alguns desses tratamentos podem ainda ser associados a


http://www.cancer.gov/cancertopics/pdq/treatment/prostate/Patient
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um melhor ou pior prognéstico, de acordo com o perfil genético do individuo
portador da doencga. (INCA, 2018).

2 Justificativa

O Brasil possui uma populagdo bastante miscigenada o que a torna mais
interessante para estudos genéticos, como o do CaP e do HBP.

A reducdo do numero médio de filhos por casal, o decréscimo das taxas
de mortalidade devido as doencgas infecto-parasitarias e o aumento da
expectativa de vida da populacao sao alguns fatores extremamente relevantes
observados nos ultimos anos no Brasil. Como consequéncia disso verifica-se
uma profunda transformacao na estrutura etaria da populacdo. Dados do censo
demografico de 2010 realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica mostraram que a faixa de idosos (individuos acima dos 60 anos) é o
segmento da populacdo que mais cresce (IBGE, 2013). Estima-se que 11,3%
da populacao (ao redor de 19 milh6es) sejam de idosos. Se em 1980 a razéo
de idosos por criancas era de 16/100 e em 2008 essa razao era de 24,7/100, e
espera-se que em 2050 o numero de idosos supere o de criangas.

Uma vez que a longevidade vem aumentando em nossa sociedade e com
a mudanca na piramide etaria brasileira, se faz necessaria a mudanga do foco
de pesquisa para as doencas crbnico-degenerativas, que sao proprias da
populacdo acima de 60 anos. Visto que os homens aderem pouco aos
tratamentos de prevengcdo e possuem menos iniciativa de se consultar
periodicamente com um médico, é de se esperar que essas doencgas e suas
possiveis complicacdes se desenvolvam para quadros mais graves (Ferlay et
al., 2015). No Brasil, de acordo com dados do Instituto Nacional do Cancer
(2020), a estimativa de novos casos de cancer de prostata para os proximos
anos € maior que 65.000/ano.

Os estudos de associagdo do genoma completo (GWAS) ja identificaram
a relacao de mais de 70 variantes polimérficas com o risco de CaP e HBP e,
em alguns casos, ja as relacionaram com tipos mais agressivos dessas

patologias (Cybulski et al., 2013). Esses dados demonstram a importancia dos
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estudos genéticos para que assim, possam auxiliar na descoberta de uma
possivel suscetibilidade dos individuos ao CaP, auxiliar no diagnéstico precoce
e de alguma forma possibilitar o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas.

Muitos beneficios podem ser alcangados através de pesquisas genéticas
de doencgas multifatoriais em uma populacao tdo miscigenada quanto a do Rio
de Janeiro. Além de possibilitar uma melhor compreensdo da genética
populacional da HBP e do CaP, a busca por biomarcadores pode também
contribuir para o diagndstico precoce e consequentemente, para um melhor

progndstico destas doencas.

3 Objetivos

3.10bjetivo geral

O presente estudo tem por objetivo principal analisar o possivel efeito de
polimorfismos em genes sugeridos como associados ao Cancer de Préstata e a
Hiperplasia Benigna Prostatica em uma amostra da populagdo do Rio de

Janeiro.

3.2 Objetivos especificos:

e Realizar a analise descritiva de amostras selecionadas em um grupo de
pacientes com cancer de préstata, outro grupo de pacientes com
hiperplasia benigna prostatica e um grupo com individuos saudaveis

(controle);

e Analisar os genotipos nulo (-) e ndo nulo (+) do gene GSTT1, e as
variantes polimorficas rs1379298245 do gene CYP1A1, rs16260 do gene
CDH1 e rs1042522 do gene TP53 nos trés grupos selecionados
(pacientes com Céncer de Prostata, pacientes com Hiperplasia Benigna

Prostatica e grupo controle);
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e Analisar a distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos estudados
para estimar os efeitos/riscos relativos desses polimorfismos sobre o
Cancer de Proéstata e a Hiperplasia Benigna Prostatica ao serem

comparados ao grupo controle;

e Analisar as possiveis relagbes entre o genaotipo e o fendtipo da doencga
utilizando variaveis antropométricas e bioquimicas, através de testes do

tipo caso-controle.

4 Metodologia

4.1 Casuistica

Para o desenvolvimento do presente estudo, foram utilizadas amostras
de sangue periférico coletadas de individuos a partir de 50 anos atendidos pela
equipe de Urologia da Policlinica de Duque de Caxias. O diagndstico clinico foi
realizado por essa equipe e os individuos que nado apresentavam sintomas
caracteristicos das doencas e exames negativos foram considerados como
participantes do grupo controle. Os critérios de inclusdo selecionados para a
formacdo do grupo CaP sao: idade (a partir de 50 anos) e diagnosticados
clinicamente como portadores do Cancer de Proéstata. Os critérios de inclusdo
para a formacao do grupo HBP sao: idade (a partir de 50 anos) e apresentar
clinicamente a Hiperplasia Benigna Prostatica. O critério de exclusao tanto para
0 grupo controle quanto para os grupos de pacientes é a evidéncia de
prostatites. Algumas amostras de CaP foram obtidas a partir do banco do
INCA.

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da
Instituicdo sob o numero 8810618.8.0005253 e seguiu estritamente as
recomendacodes exigidas pela Resolucdo CNS n? 466/2012.

Todos os individuos que concordam em participar do estudo assinam o
termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) e todo e qualquer

procedimento somente foi iniciado apds este consentimento expresso.
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4.2 Coleta de material biolégico

4.2.1 Coleta de sangue

Foram coletadas duas amostras de 5 ml de sangue periférico de cada
paciente, em um tubo de hemograma contendo o coagulante EDTA. A coleta
do material foi realizada por profissional especializado, a partir da concordancia
de sua participagdo no estudo. As amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Genética da Unigranrio (LabGen), para serem processadas e

armazenadas.

4.3 Extracdo do DNA Genbémico

A extracdo e purificacdo do DNA gendmico a partir de sangue
compreenderam varias etapas que incluiram a lise das células, degradacao de
proteinas e do RNA e precipitagcdo do DNA. A extracao foi realizada a partir da
camada de leucécitos de uma aliquota de sangue periférico, utilizando o kit de
extragdo FlexiGene DNA Kit]| (Qiagen®).

A partir de 100 pL de sangue foram adicionados 250uL do tampao FG1
em um microtubo e foi invertido 5 vezes. Apds esse procedimento o microtubo
foi levado para a centrifuga durante 1 minuto a 10.000 RPM. O sobrenadante
foi cuidadosamente descartado e o microtubo foi invertido até que o pellet
esteja totalmente seco. Foi misturado ao tampédo FG2 e a protease em um
microtubo separado. Entdo foi adicionado 50 pL do tampao FG2/protease e
homogeneizado no misturador do tipo vortex até que o pellet seja dissolvido
completamente. O microtubo foi invertido algumas vezes e incubado a 65°C por
5 minutos. Entdo, foi adicionado 50 pL de isopropanol absoluto até que a
precipitacdo do DNA se torne visivel. Novamente a amostra retornou para a
centrifuga por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente foi
adicionado 50 puL de etanol 70%, vortexado e novamente centrifugado. Apos
esse procedimento, o sobrenadante foi descartado e finalmente foi adicionado
50 pL do tampao FG3, vortexando e o incubando a 65°C por 10 minutos,

finalizando o processo de extracao.
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O DNA extraido foi quantificado a partir do equipamento Denovix e,

apos, armazenado em freezer -162C no LabGen.

4.4 Anéalise dos Polimorfismos Genéticos

Os genes selecionados para o desenvolvimento desse projeto foram

analisados por meio das técnicas de PCR-RFLP e PCR convencional.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi desenvolvida em 1980
revolucionando diversas areas da ciéncia. A técnica é empregada para
amplificacdo de sequéncias de determinada regidao da molécula de DNA (figura
8), onde essa molécula servira de molde para produzir milhares de coépias da
molécula inicial. As amplificacbes de PCR podem ser agrupadas em trés
categorias diferentes: PCR padrao, PCR longo e PCR multiplex (Alberts et al.,
2010; Bartlett e Stirling, 2003).

Figura 8 - Técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase - PCR.
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Fonte: adaptado de Alberts et al., 2009.

A reacao de PCR envolve, geralmente, trés fases: desnaturacgéo,
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60-65°C e o anelamento 72-76°C) repetida um determinado numero de vezes.
Ao final da técnica de PCR sé&o obtidas milhares de cépias da sequéncia molde
de DNA (Vieira, 2011).

Ja o PCR-RFLP consiste na amplificacdo pela PCR de uma regiao do
DNA seguida do corte por digestdo enzimatica. As copias desta regido-alvo
amplificadas sdo digeridas por enzimas extraidas de bactérias denominadas
endonucleases de restricdo. Essas endonucleases reconhecem e cortam sitios
especificos da regido-alvo, gerando fragmentos que podem ser separados por
tamanho apo6s eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida (Pavan e
Monteiro, 2014).

Os gendtipos homozigoto nulo (-) e heterozigoto/homozigoto ndo nulo
(+) do gene GSTT1 foram genotipados por meio de PCR convencional, e os
polimorfismos rs1379298245 do gene CYP1A1, rs16260 do gene CDH1 e
rs1042522 do gene TP53 foram genotipados através da técnica de PCR-RFLP.
Para analise de tais polimorfismos, foram realizadas reac¢des de PCR utilizando
1ul (50ng) de DNA gendmico, 5 pmoles de cada iniciador (senso e antisenso),
1X de Tampao, 1,5 mM de MgCI2, 0,2mM de cada nucleotideo (dATP, dCTP,
dTTP e dGTP), 1 U da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen) e agua estéril,
para atingir um volume final 25 pl. Foi utilizada a B-globina como marcador
interno da reacao para os genes GSTT1 e CYP1A1 e CDH1. Para amplificacao
da sequéncia alvo do CYP1A1 foi utilizada uma ciclagem que incluiu uma
desnaturacao inicial de 95°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos a 95°C
por 1 min, 64°C por 1 min e 72°C durante 1 min. A extensao final foi de 72°C
por 10 min. Para a amplificacdo da sequéncia alvo do GSTT7 a ciclagem
incluiu uma desnaturacao inicial de 98°C durante 3 min, seguido por 35 ciclos a
94°C por 1 min, 64°C por 1 min e 72°C durante 1 min. A extensao final foi de
72°C por 10 min. Para amplificagdo da sequéncia alvo do CDH1 a ciclagem foi
de desnaturacgao inicial de 95°C durante 5 min, seguido por 30 ciclos a 95°C
por 40 seg, 65°C por 30 seg e 72°C durante 50 seg. A extensao final foi de
72°C por 10 min. Para a amplificagdo da sequéncia alvo do TP53 foi utilizada
uma ciclagem com desnaturacéao inicial de 95°C durante 3minutos, seguido por
35 ciclos a 95°C por 1 min, 64°C por 1 min e 72°C durante 1 min. A extensao
final foi de 72°C por 10 min.
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A digestdao dos genes CYP1A1, CDH1 e TP53 foram feitas com as
enzimas de restricao HINCII, HINCII e BSTUI respectivamente, apds as
técnicas de PCR e verificagdo dos produtos de amplificagcdo por meio da
eletroforese em gel de agarose.

Para toda reacdo foi incluido um controle negativo realizado em
duplicata, para garantir que nenhuma contaminacao tivesse ocorrido. Todas as
analises foram realizadas com a utilizagcdo do termociclador Veriti (Thermo

fisher Scientific).

4.5 Analise Estatistica

Inicialmente foi feita uma analise descritiva detalhada de todas as
variaveis (qualitativas e quantitativas) incluidas no estudo. Segue-se uma
analise onde foram aplicadas diversas técnicas de analise inferencial como o
teste de t-student, analise de variancias, analise de regressao. Nos casos onde
a distribuicdo das variaveis se afaste significativamente da normalidade, os
testes alternativos foram os N&o-Paramétricos como o Wilcoxon, Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis

Para execucdo das analises estatisticas foi utilizado o programa SPSS
(versao 22.0) que é empregado na execucao dos testes t- student, ANOVA
(complementada pelo teste Post Hoc: Student-Newman-Keuls) e analise de
regressao logistica. A inferéncia de todos os resultados foi avaliada ao nivel de

significancia de 0,05.

5 Resultados
5.1 Analise descritiva

Foram coletadas 292 amostras sendo 114 do grupo controle, 133 do
grupo com a hiperplasia benigna prostatica (HBP) e 45 com o cancer de
prostata (CaP). A coleta foi feita como fluxo continuo, sendo realizada toda
semana para a captagao de novos controles e pacientes. Foram feitas analises
comparativas para verificar a distribuicdo das principais variaveis quantitativas

entre 0os grupos amostrais (tabela 4). Apenas as variaveis idade, PSA total,
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PSA livre, volume da prostata e peso da prostata mostraram diferencas
estatisticas significativas.

Ap6s a analise descritiva foi realizado também um teste ANOVA
(complementada pelo teste Student-Newman-Keuls) para verificar se as
médias dos grupos amostrais eram iguais ou diferentes. Os resultados
mostraram que as variaveis PAS, PAD e IMC n&o apresentam médias
diferentes nos grupos amostrais CaP, HBP e controle.

No grupo controle, observam-se diferencgas significativas nas médias de
idade (p=0,000), peso da préstata (p=0,044) e volume da proéstata (p=0,089)
em relacao ao CaP e idade (p=0,000), peso da proéstata (p=0,000) e volume da
préstata (p=0,005) comparado ao HBP.

O grupo CaP apresentou diferencas significantes nas médias das
variaveis PSA total (p=0,005) e PSA livre (p=0,000) quando comparadas com
os valores do grupo HBP, e PSA total (p=0,012) e PSA livre (p=0,000) quando

comparadas com o grupo controle.

Tabela 4. Analise comparativa das variaveis quantitativas entre os grupos

amostrais.
CaP HBP Controle Total
Numero de casos | 45 (15,41%) 133 (45,55%) 114 (39,04%)| 292
Varlavels N Médiat DP | N MédiazDP | N MédiazDP| p
('::gse) 45 7120+755 |133 68,58+8,61 | 113 59,86£902
IMC 25 2069+4.15 | 123 2628455 | 106 26.68+4,09 | 0.761
PSA Total y
(ng/mL) 38 126,89+450,34 | 100  4,82+9,30 50 1,26+1,09
P(?“;‘/';r'l‘l’_;e 18 3514624 | 90 082+103 | 47  0,33+0,20
Peso d?g';ms*ata 21 46,77+2547 | 77 52,98+24.78 | 24  30.26%9,75 | [0.000
Volume da
Prostata 22 85335374 | 71 96,67+46.28 | 20 5851+38.73|[0,007
(m?)
PAS 25 128.80+11.66 | 125 131.60+20 14| 103 131.60+17.09 0767
(mmHg) OV ,0UZLU, ,00£17,09 0,
PAD
(mmbg) 25 75.60+16,09 | 125 80,24+12,60 | 103 79.01+16,54| 0,344

Nota: os valores indicam média + desvio padrao; p é o valor probabilistico usado para medir a significancia
das diferencas entre as médias das variaveis. PSA: antigeno prostatico especifico. Fonte: elaborada pelo

autor.
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5.2 Padronizagdo da PCR

A genotipagem dos polimorfismos nos genes GSTT1 -/ + (rs144686326),
CYP1A1 (rs1379298245), CDH1 (rs16260) e TP53 (rs1042522) foram
realizadas através das técnicas de PCR e PCR-RFLP. Apos a PCR
convencional, para os genes CYP1A1, CDH1 e TP53, o produto foi submetido

a clivagem utilizando enzima de restricado especifica para cada polimorfismo
(tabela 5).

Tabela 5. Polimorfismos genotipados por PCR e PCR-RFLP

dbSNP ID Primer Foward Primer Reverse Enzima

GSTT1-/+* 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3 5 TCACCGGATCATGGCCAGCA3! -

(rs1‘3“7(521£31245) 5 GTCTCCCTCTGGTTACAGGA 3 5'GAAAGACCTCCCAGCGGGCA 3 Hincll

(rsc1lé’21610) 5 AGTGAGCTGTGATCGCACCACT 3 5°CCACCCGGCCTCGCATAGACG 3°  Hincll

(rs17(;23222) 5 TTGCCGTCCCAAGCAATG 3 5 GGGAAGGGACAGAAGATG 3 Bstul

Nota: * - = nulo; + = ndo nulo. Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

5.2.1 Gendtipos nulo e ndo nulo do gene GSTT1

A identificacdo dos alelos nulo e nédo nulo do gene GSTT1 foi realizada
por meio da amplificacdo por PCR, visto que os portadores do alelo variante
em homozigose apresentam a delecdo das duas copias da sequéncia do gene.
Os primers utilizados foram descritos por Kempkes et al., 1996 (tabela 4).

Para verificar o sucesso da amplificacao (pela amplificacdo da sequéncia
alvo do gene B-globina) e identificar os gendétipos homozigotos selvagens (néo
nulo/ndo nulo; presenca do produto de 480 pb) e homozigotos variantes
(nulo/nulo; auséncia do produto de 480 pb), os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% (figura 9), corados com

GelRedTM (Biotium) visualizados em transiluminador UV (Biometrix).
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Figura 9. Gel de agorose realizado para visualizar os produtos da PCR dos
genotipos nulo e ndo nulo do gene GSTT1

1 2 34 5 6 7 8

Coluna 1: marcador de tamanho de
fragmento de 100pb; coluna 2: nulo (-)
+B-globina; colunas 3-6: ndo nulo (+) +
B-globina; coluna 7: nulo (-) + B-
globina; coluna 8: ndo nulo (+) + B-
globina. Fonte: elaborada pelo autor
(2020).

5.2.2 Polimorfismo rs1379298245 do gene CYP1A1

A regido alvo do DNA utilizada para a identificacdo do polimorfismo
rs1379298245 do gene CYP1A1 foi amplificada por meio da técnica de PCR.
Os primers utilizados foram descritos por Katoh et al., 1995 (tabela 4).

Para verificar o sucesso da amplificagao, os produtos de PCR (171pb)
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com
GelRedTM (Biotium) visualizados em transiluminador UV (Biometrix).

Em seguida, os produtos de PCR foram submetidos a digestéo utilizando
5U da endonuclease HINCII (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) e
incubados por 37°C durante 4 horas, utilizando o tampao recomendado pelo
fabricante. Apos a digestdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose a 2%, coradas e visualizadas no transluminador, devidamente

fotografadas e armazenadas (figura 10).
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Figura 10. Gel de agarose realizado para visualizar os produtos da digestao do
polimorfismo rs1379298245.

Coluna 1: marcador de tamanho de
fragmento de 50pb; coluna 2: AG +
beta-globina; coluna 3: AA+ beta-
globina; colunas 4-6: GG+ beta-globina.
Fonte: elaborada pelo autor (2020).

5.2.3 Polimorfismo rs16260 do gene CDH1

A regiao do DNA que abrange o polimorfismo rs16260 foi amplificada
através da técnica de PCR. Os primers utilizados foram descritos por Porter et
al., 2002 (tabela 4). Os reagentes e a ciclagem foram descritos na metodologia.

Para verificar se a amplificagcdo ocorreu, os produtos de PCR (259pb)
foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com
GelRedTM (Biotium) visualizados em transiluminador UV (Biometrix).

Em seguida, os produtos de PCR foram digeridos utilizando 5U da
endonuclease de restricdo HINCII (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) e
incubados por 37°C durante 4 horas, utilizando o tampao recomendado pelo

fabricante. Ap6s a digestdo as amostras foram submetidas a eletroforese em
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gel de agarose a 2%, corados e visualizados no transluminador, devidamente

fotografados e armazenados (figura 11).

Figura 11. Gel de agarose realizado para visualizar os produtos da digestao do
polimorfismo rs16260.

L

— ey, e g Y[V

’:

Coluna 1: marcador de
tamanho de fragmento de
100pb; coluna 2: CC+ beta-
globina; coluna 3: AA+ beta-
globina; coluna 4: CC+ beta-
globina; coluna 5: CA+ beta-
globina. Fonte: elaborada pelo
autor (2021).

5.2.4 Polimorfismo rs1042522 do gene TP53

A regiao do DNA que abrange o polimorfismo rs1042552 foi amplificada
através da técnica de PCR. Os primers utilizados foram descritos por Rogler et
al., 2011 (tabela 4). Os reagentes e a ciclagem foram descritos na metodologia.

Para verificar se a amplificacdo ocorreu, os produtos de PCR (196pb)
foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com
GelRedTM (Biotium) visualizados em transiluminador UV (Biometrix).

Em seguida, os produtos de PCR foram digeridos utilizando 5U da
endonuclease de restricao BSTUI (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) e
incubados por 60°C durante 4 horas, utilizando o tampao recomendado pelo
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fabricante. Apos a digestdo as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose a 2%, corados e visualizados no transluminador, devidamente

fotografados e armazenados (figura 12).

Figura 12. Gel de agarose realizado para visualizar os produtos da digestdo do
polimorfismo rs1042522.

Coluna 1: marcador de tamanho de
fragmento de 100pb; coluna 2 e 3:
CC; coluna 4: GG; coluna 5 e 6: CG.
Fonte: elaborada pelo autor.

5.3 Analise molecular dos gendtipos nulo e ndo nulo do gene GSTT1

A analise dos gendtipos homozigoto nulo (-) e ndo nulo (+) do gene
GSTT1 foi realizada em 292 amostras, sendo 114 destes do grupo controle,
133 do grupo HBP e 45 do CaP.

Os dados da tabela 6 mostram que ndo houve associagao significativa
das frequéncias genotipicas do grupo HBP com os gendtipos nulo e n&o nulo
de GSTT1 (p=0,732).



Tabela 6. Distribuicdo genotipica dos homozigotos nulo e ndo nulo do gene
GSTT1 para o grupo HBP

Variante de HBP ,

GSTT1 Genétipo Controle Total p
N-nul 1 2 197
o / nulo 05 9 9 0,732
resenca Nulo 28 22 50
Auséncia
Total 133 114

Nota: p’ € o valor de significAncia na comparagao da distribuicdo
genotipica entre os grupos. Fonte: elaborada pelo autor.

Na tabela 7 podemos observar que no grupo CaP também né&o foi

encontrada associacao genotipica significativa com GSTT71 nulo e nao nulo.

Tabela 7. Distribuicdo genotipica dos homozigotos nulo e ndo nulo do gene
GSTT1 para o grupo CaP

Variante de

GSTT1 Genétipo CAP Controle Total p’
N-nulo 37 92 129
Presenca/ |, 8 22 30 0.278
Auséncia
Total 45 114

Nota: p’ € o valor de significAncia na comparagao da distribuigdo
genotipica entre os grupos. Fonte: elaborada pelo autor.

Nos testes feitos entre as patologias Cap e HBP, mostrados na tabela
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8,

nao foi encontrada uma associacao significativa da distribuicdo dos gendtipos

nulo e ndo nulo com as doencgas (p=0,636).

Tabela 7. Distribuicdo genotipica dos homozigotos nulo e ndo nulo do gene
GSTT1 entre os grupos CaP e HBP

Vaggr_;_t%de Genétipo CAP HBP Total P’
N-nulo 37 105 142 0.636
Presenca/ ’
Auséncia Nulo 8 28 %
Total 45 133

Nota: p’ € o valor de significAncia na comparagao da distribuicdo
genotipica entre os grupos. Fonte: elaborada pelo autor.
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5.4 Analise molecular do polimorfismo rs1379298245 do gene CYP1A1

Para o estudo da possivel associacado do variante rs1379298245 com as
patologias abordadas foram realizadas as distribuicbes genotipicas e alélicas
em 287 amostras, sendo 132 do grupo HBP, 45 do grupo CaP e 110 do grupo
controle, além de ter sido realizado o teste de Hardy-Weinberg para verificagdo

do equilibrio genético da amostra.

Nas analises feitas para o grupo HBP, foram encontradas associacdes
significativas nas analises genotipica e alélica (p=0,000 e p=0,000

respectivamente) (tabela 9).

Tabela 9. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1379298245 do
gene CYP1A1 para o grupo HBP

dbSNP ID Gendtipo HBP Controle Total p’
AA 8 75 83
AG 88 8 96 0,000
GG 36 27 63
Total 132 110 242
rs1379298245 X‘ (H-W) 20,716 74,024
Alelos p”
A 104 158 262
G 160 62 222 0,000
Total 264 220 484

Nota: Xz € o valor obtido apdés o teste realizado para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor de significancia na
comparacgao da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” é o valor
de significAncia na comparagado alélica entre os grupos. Fonte:
elaborada pelo autor.

Quanto ao grupo CaP, também foi encontrada associacao genotipica e
alélica com a variante rs1379298245 (p=0,000 e p=0,000 respectivamente)
(tabela 10).
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Tabela 10. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1379298245 do
gene CYP1A1 para o grupo CaP

dbSNP ID Genotipo CAP Controle Total p’

AA 10 75 85
AG 5 8 13 0,000
GG 30 27 57
Total 45 110 155
rs1379298245 % (H-W) 23,528 74,024
Alelos p”’
A 25 158 183
G 65 62 127 0,000
Total 90 220 310

Nota: Xz € o valor obtido ap6s o teste realizado para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ € o valor de significancia na
comparacgao da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” é o valor
de significAncia na comparagado alélica entre os grupos. Fonte:
elaborada pelo autor.

Na comparacéao entre os grupos Cap e HBP, mostrada na tabela 11, as
analises genotipica e alélica mostraram resultados significativos na associagao
destas patologias com o polimorfismo rs1379298245 (p=0,000 e p=0,048

respectivamente).

Tabela 11. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1379298245 do
gene CYP1A1 entre os grupos CaP e HBP

dbSNP ID Genétipo CAP HBP Total p’

AA 10 8 18
AG 5 88 93 0,000
GG 30 36 66

Total 45 132 177

rs1379298245 ,%H.w) 23528 20,716

Alelos p”’
A 25 104 129

G 65 160 225 0,048
Total 90 264 354

Nota: Xz € o valor obtido apdés o teste realizado para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor de significancia na
comparacgdo da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” € o valor
de significAncia na comparagado alélica entre os grupos. Fonte:
elaborada pelo autor.

A respeito do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg, nenhum dos grupos

se apresentou em equilibrio genético.
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A partir dos resultados significativos encontrados para o polimorfismo
rs1379298245 do gene CYP1A1, foram feitas analises alélicas das mesmas

amostras para estimativa do risco relativo (OR) do polimorfismo citado.

No grupo HBP o alelo mutado (G) apresentou um risco 3,92 vezes maior

comparado ao selvagem (A) (tabela 12).

Tabela 12. Odds ratio da distribui¢cao alélica do polimorfismo rs1379298245 do
gene CYP1A1 no grupo HBP

CYP1A1 HBP Controle Total p’ OR
A 104 158 262 0,000 3.92
G 160 62 222
Total 264 220 484

Nota: p’ é o valor de significAncia na comparagao da distribuicao
alélica entre os grupos. OR é o valor do Odds ratio. Fonte:
elaborada pelo autor.

Para o grupo CaP, o risco se apresenta 6,51 vezes maior no alelo

mutado (G) em relacdo ao selvagem (A) (tabela 13).

Tabela 13. Odds ratio da distribui¢cao alélica do polimorfismo rs1379298245 do
gene CYP1A1 no grupo CaP

CYP1A1 CaP Controle Total p' OR
A 25 158 183 0,000 651
G 65 62 127
Total 90 220 310

Nota: p’ é o valor de significAncia na comparagéo da distribuicdo
alélica entre os grupos. OR é o valor do Odds ratio. Fonte:
elaborada pelo autor.

Na comparagdo entre os grupos CaP x HBP (este ultimo usado como
referéncia) as analises mostraram um risco 1,67 vezes maior para o alelo

mutado (G) para o desenvolvimento do CaP (tabela 14).
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Tabela 14. Odds ratio da distribuicao alélica do polimorfismo rs1379298245 do
gene CYP1A1 entre os grupos CaP e HBP

CYP1A1 CaP HBP Total p’ OR
A 25 104 129 0,048 1.67
G 65 160 225
Total 90 264 354

Nota: p’ é o valor de significAncia na comparagcdo da distribuicao
alélica entre os grupos. OR é o valor do Odds ratio. Fonte:
elaborada pelo autor.

5.5 Analise molecular do polimorfismo rs16260 do gene CDH1

Para o estudo da associagdo da  variante  rs16260 com as
patologias abordadas foram realizadas as distribuicdes genotipicas e alélicas
em 289 amostras, sendo 131 HBP, 45 CaP e 113 controle, além de ter sido
realizado o teste de Hardy-Weinberg para verificagdo do equilibrio genético da

amostra.

A tabela 15 nos mostra que n&o foi encontrada associagao significativa
do polimorfismo rs16260 nas analises genotipica e alélica com o grupo HBP

(p=0,195 e p=0,222 respectivamente).

Tabela 15. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs16260 do gene
CDH1 para o grupo HBP

dbSNP ID Genétipo HBP Controle Total p’

ccC 70 72 142
CA 54 34 88 0,195
AA 7 7 14
Total 131 113 244
rs16260 Xz (H-wW) 0,688 1,145
Alelos p”
C 194 178 372
A 68 48 116 0,222
Total 262 226 488

Nota: XZ € o valor obtido apdés o teste realizado para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor de significancia na
comparacao da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” é o valor
de significAncia na comparagédo alélica entre os grupos. Fonte:
elaborada pelo autor.
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Nas analises feitas para grupo CaP também nao foi encontrada
significancia genotipica e alélica desta variante com a neoplasia (p=0,623 e

p=0,684 respectivamente) (tabela 16).

Tabela 16. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs16260 do gene
CDH1 para o grupo CAP

dbSNP ID Genétipo CAP Controle Total p’

cc 26 72 98
CA 17 34 51 0,623
AA 2 7 9
Total 45 113 158
rs16260 > (H-W) 0,141 1,145
Alelos p”
C 69 178 247
A 21 48 69 0,684
Total 90 226 316

Nota: XZ € o valor obtido ap6s o teste realizado para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor de significAncia na
comparacgdo da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” € o valor
de significAncia na comparagdo alélica entre os grupos. Fonte:
elaborada pelo autor.

Nos resultados da tabela 17 podemos ver que também n&o foi
encontrada uma associacgao significativa nas analises genotipicas e alélicas da
comparagao entre os grupos Cap e HBP com a variante rs16260 (p=0,875 e

p=0,621 respectivamente).
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Tabela 17. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs16260 do gene
CDH1 entre os grupos CAP e HBP

dbSNP ID Genétipo CAP HBP Total p’

CcC 26 70 96
CA 17 54 71 0,875
AA 2 7 9

Total 45 131 176

rs16260 Xz (H-W) 0,141 0,688

Alelos p”
C 69 194 263
A 21 68 89 0,621

Total 90 262 352

Nota: XZ € o valor obtido apds o teste realizado para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor de significancia na
comparacao da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” é o valor
de significAncia na comparagado alélica entre os grupos. Fonte:
elaborada pelo autor.

Em relacdo ao teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (Xz) todos os

grupos se encontram em equilibrio genético.

5.6 Analise molecular do polimorfismo rs1042522 do gene TP53

Para a associagédo da variante rs1042522com as patologias abordadas
foram realizadas as distribuicées genotipicas e alélicas em 289 amostras sendo
131 HBP, 45 Cap e 113 controles, além de ter sido realizado o teste de Hardy-

Weinberg para verificagdo do equilibrio genético da amostra.

Tanto na analise genotipica quanto na alélica, ndo foi encontrada
associacgao significativa da variante rs1042522 com o grupo HBP (p=0,920 e

p=0,680 respectivamente) (tabela 18).
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Tabela 18. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1042522 do gene
TP53 para o grupo HBP

dbSNP ID Genétipo HBP Controle Total p’
CcC 62 52 114
CG 20 16 31 0,920
GG 49 45 94
Total 131 113 244
rs1042522 y%(H-W) 62,662 57,885
Alelos p”’
C 144 120 264
G 118 106 224 0,680
Total 262 226 488

Nota: xz € o valor obtido apo6s o teste realizado para testar o equilibrio
de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor de significAncia na
comparacgao da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” é o valor
de significancia na comparacdo alélica entre os grupos. Fonte:
elaborada pelo autor.

Na tabela 19 podemos observar que para o grupo CaP, também nao foi
encontrada associagcdo nas analises genotipica e alélica com a variante

rs1042522 (p=0,960 e p=0,828 respectivamente).

Tabela 19. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1042522 do gene
TP53 para o grupo CAP

dbSNP ID Gendtipo CaP Controle Total p’
CcC 21 52 73
CG 7 16 23 0,960
GG 17 45 62
Total 45 113 158
rs1042522 3% (H-W) 21202 57,885
Alelos p”’
Cc 49 120 169
G 41 106 147 0,828
Total 90 226 316

Nota: XZ € o valor obtido apds o teste realizado para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor de significancia na
comparacgao da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” € o valor
de significAncia na comparagédo alélica entre os grupos. Fonte:
elaborada pelo autor.
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Na comparacao entre os grupos Cap e HBP também nao foi encontrada
uma associagao significativa nas analises genotipicas e alélicas com esta

variante (p=0,997 e p=0,933 respectivamente) (tabela 20).

Tabela 20. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1042522 do gene
TP53 entre os grupos HBP e CAP

dbSNP ID Genétipo CaP HBP Total p’
cC 21 62 83
CG 7 20 27 0,997
GG 17 49 66
Total 45 131 176
rs1042522 3% (H-W) 21,202 62,662
Alelos p”
C 49 144 193
G 41 118 159 0,933
Total 90 262 352

Nota: XZ € o valor obtido ap6s o teste realizado para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor de significancia na
comparacgao da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” € o valor
de significAncia na comparagdo alélica entre os grupos. Fonte:
elaborada pelo autor.

A respeito do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (p) nenhum dos

grupos se encontra em equilibrio genético.

5.7 Analise entre gendtipo e fendtipo com as variaveis qualitativas

A partir das amostras coletadas, foram feitas também, analises das
variaveis qualitativas para demonstrar quais delas poderiam apresentar um
risco nos polimorfismo, em relagdo as doengas estudadas. As variaveis
consideradas foram cor, tabagismo, etilista, atividade fisica, obesidade,

hipertensao, diabetes e antecedente familiar.

No grupo CaP com o polimorfismo rs16260 do gene CDH1, a variavel

obesidade mostrou um risco 7,0 vezes maior para genotipo CC em
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comparacao com CA+AA (tabela 21). Neste polimorfismo, o alelo variante € o

A.

Tabela 21. Analise de risco da variavel qualitativa obesidade para o polimorfismo
rs16260 do gene CDH1 no grupo Cap

Obesidade
CDH1 = = Total p' OR
Sim Nao
CcC 2 14 16
4 7
CA+AA 4 4 8 0,045 ;00
Total 6 18 24

Nota: p’ € o valor de significancia na comparag¢do da distribuigdo
genotipica nesta variavel. OR é o valor do Odds ratio. Fonte:
elaborada pelo autor.

As analises de portadores do polimorfismo rs1042522 do gene TP53 que
eram tabagistas do grupo HBP revelou um risco 3,50 vezes maior dos
portadores do genoétipo homozigoto selvagem CC, em relagdo ao GG+CG de

expressar ao HBP (tabela 22).

Tabela 22. Analise de risco da varavel qualitativa tabagismo para o polimorfismo
rs1042522 do gene TP53 no grupo HBP

Tabagismo
TP53 : - Total p' OR
Sim Nao
cc 8 o4 62 0,004 350
CG+GG 27 52 79
Total 35 106 141

Nota: p’ € o valor de significancia na comparacao da distribuicao
genotipica nesta variavel. OR é o valor do Odds ratio. Fonte:
elaborada pelo autor.

A andlise da variavel hipertensdo, em relagcdo aos gendétipos
homozigotos nulo e ndo nulo, do gene GSTT1, revelou um risco 2,35 vezes
maior de portadores do genétipo homozigoto nulo (variante) quando
comparado aos portadores de um ou dois alelos nao nulos, para o grupo HBP
(tabela 23).
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Tabela 23. Analise de risco da variavel qualitativa hipertensao para os genétipos
nulo e ndo nulo do gene GSTT1 no grupo HBP

Hipertensao
GSTT1 Total p’ OR
Sim Nao
Nulo 12 16 28 0,044 2.35
N-Nulo 67 38 105
Total 79 54 133

Nota: p’ é o valor de significancia na comparacao da distribuicdo
genotipica nesta variavel. OR é o valor do Odds ratio. Fonte:

elaborada pelo autor.

Em relacdo as analises do polimorfismo rs1379298245 do gene
CYP1A1, os portadores do gendtipo homozigoto selvagem AA apresentaram
um risco 4,95 vezes maior de apresentar a diabetes, quando comparados com

portadores do genétipo GG+AG, no grupo HBP (tabela 24).

Tabela 24. Analise de risco da variavel qualitativa diabetes para o polimorfismo
rs1379298245 do gene CYP1A1 no grupo HBP

Diabetes
CYP1A1 - - Total p' OR
Sim Nao
AA 5 3 8 0,022 4,95
AG+GG 31 92 123
Total 36 95 131

Nota: p’ € o valor de significAncia na comparacdo da
distribuicdo genotipica nesta varidvel. OR é o valor do Odds
ratio. Fonte: elaborada pelo autor.

Ainda no grupo HBP, a andlise da variavel antecedente familiar mostrou
um risco 2,57 vezes maior de desenvolver a HBP entre os portadores dos
gendtipos AA+AG do polimorfismo rs1379298245 do gene CYP1A1, em

comparagao aos portadores do genétipo homozigoto mutante GG (tabela 25).
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Tabela 25. Analise de risco da variavel qualitativa antecedente familiar para o
polimorfismo rs1379298245 do gene CYP1A1 no grupo HBP

Antec. Familiar

CYP1A1 Total p' OR
Sim Nao
AA+AG 55 41 96
0,030 2,37
GG 13 23 36
Total 68 64 132

Nota: p’ € o valor de significAncia na comparacdo da
distribuicdo genotipica nesta varidvel. OR é o valor do Odds
ratio. Fonte: elaborada pelo autor.

Na associacao entre os grupos CaP e HBP e a variavel hipertensao, os
portadores do genoétipo homozigoto nulo do gene GSTT171 apresentaram um
risco 1,75 vezes maior de apresentar hipertensdo, quando comparados aos

portadores de pelo menos um alelo ndo nulo (tabela 26).

Tabela 26. Analise de risco da variavel qualitativa hipertensao para os genétipos
nulo e ndo nulo do gene GSTT1 entre os grupos CaP e HBP

Hipertensao

GSTT1 : = Total p' OR
Sim Nao
Nulo 13 18 31 0,018 175
N-Nulo 82 44 126
Total 95 62 157

Nota: p’ € o valor de significancia na comparag¢do da distribuicdo
genotipica nesta variavel. OR é o valor do Odds ratio. Fonte:
elaborada pelo autor.

6 Discussao

Considerando que o CaP é o segundo tipo de cancer que mais causa
Obitos entre os homens no Brasil, € relevante procurar entender as causas
dessa frequéncia, visto que as chances de cura desta doenga sao altas quando
diagnosticada precocemente. Dito isso, € fundamental que os esforgos para
reducao deste valor se concentrem nao sé na conscientizagao da realizagao de

exames periodicos, mas na realizagado de estudos que se proponham a buscar
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variagcbes genéticas associadas com o risco de desenvolver as doencas,
melhorando métodos de rastreio na populagao masculina.

Em nossa analise descritiva as variaveis idade, PSA total, PSA livre,
volume da prostata e peso da prostata mostraram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos selecionados. Na verificagcdo das diferencas de
médias, o CaP mostrou diferengas significantes nas variaveis PSA total e PSA
livre, onde suas médias sdo maiores neste grupo quando comparadas com 0s
grupos HBP e controle. Ja no grupo controle, as variaveis que apresentaram
diferengas significativas foram idade, peso da prostata e volume da proéstata,
sendo suas médias menores neste grupo, em comparacao com o CaP e a
HBP.

Essa diferenca nas médias de algumas variaveis pode estar relacionada
aos diferentes N de cada grupo, principalmente o do grupo do cancer de

préstata.

Desde o inicio dos estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS),
diversos grupos tém se dedicado a investigar a associagcao de polimorfismos
com o risco de doencas complexas. Até hoje, mais de 100 SNPs ja foram
consistentemente associados com o risco de CaP, estando localizados em
diversas regides do genoma (Schumacher et al., 2018). Com a HPB ha poucos
trabalhos realizados, mas pelo menos 20 SNPs ja foram relacionados nos
estudos de GWAS com o aumento de suscetibilidade a esta patologia
(Gudmundsson et al., 2018). Ainda se fazem necessarios mais estudos, com
maior abrangéncia de genes e de numero amostral, além de diferentes
populacdes para compreendermos melhor a participacdo das alteragbes
genéticas com o desenvolvimento dessas patologias. Dentro de diversos genes
com vias biolégicas importantissimas, selecionamos quatro SNPs para avaliar
sua potencial associacdo com o CaP e a HBP.

A primeira variante de sequéncia analisada em nosso estudo foram os
gendtipos nulo (-) € ndo nulo (+) do gene GSTT1, localizado no cromossomo
22911.23. Este gene atua na |l fase de desintoxicacdo de agentes
cancerigenos derivados do meio ambiente, tendo como principal funcdo a
metabolizacdo de dihalometanos, evitando assim, danos ao DNA (Morais et al.,

2008). O gendtipo nulo deste gene é caracterizado pela auséncia da proteina
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Glutationa S-TransferaseThetal ou por sua ndo funcionalidade, pois ocorre
uma delecao da citosina (C) impedindo a formacao do aminoacido arginina na
posicado 188 desta proteina (R188%).

O gendtipo homozigoto nulo do gene GSTT1 foi observado tanto no
grupo controle (22 individuos - 20,37% do total do grupo), quanto em pacientes
com HBP (26 individuos- 19,70% do total do grupo), e nos que apresentam o
CaP (8 individuos - 17,78% do total do grupo).

A literatura mostra que o gendtipo nulo deste gene tem associagdo com
o cancer de prostata em diferentes grupos étnicos, e também com outros
canceres, como mama e pulmao, sugerindo que ele atua aumentando o risco
de desenvolver estas patologias (Gong et al., 2012; Liu et al., 2013; Zhou et al.,
2014; Emeville et al., 2014). Contudo, corroborando os nossos resultados,
Malik e colaboradores (2015) investigaram 350 individuos paquistaneses com
CaP, e nao encontram associacdo deste polimorfismo com a doenca.
Benabdlkrim e colaboradores (2018) também observaram que o gendétipo nulo
de GSTT1 nao pareceu contribuir para o risco de CaP em uma populagao
argelina. Um resultado interessante foi encontrado por Medeiros e
colaboradores (2004) que, apesar de nao terem encontrado associagdo com o
CaP, eles observaram que este gene foi super-representado em homens com
CaP avancado, em uma populacao do sul da europa.

Em nosso estudo ndo foi observada a associagcao dos gendétipos
homozigoto nulo e heterozigoto/homozigoto ndo nulo de GSTT7 com HBP
(p=0,897) ou CaP (p=0,713) e nem na associacdo entre as patologias
(p=0,778). Os resultados citados podem indicar que a incidéncia dos diferentes
gendtipos do gene GSTT1 no CaP pode depender de fatores étnico-
geograficos, uma vez que os resultados mostram variacoes entre as diferentes
populacoes.

Nas analises de associagcdo fenotipo-gendtipo do gene GSTT1, a
variavel qualitativa hipertensao (2,35 vezes mais) mostrou aumentar o risco da
HBP em portadores do gendtipo homozigoto nulo deste gene, em nossa
amostra. Esses resultados podem ser de grande valia para um melhor
entendimento desta associacdo, pois essas variaveis ainda nao foram
relacionadas com a HBP em outros estudos. Apesar de termos encontrado a
associagdo com a HBP, um estudo mostrou que o tabagismo ja foi relacionado
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a este gene, porém, em uma interacdo com o CaP, e ainda que tenham
considerado que o0 mecanismo dessa interacdo seja pouco conhecido,
consideraram que o tabagismo associado ao metabolismo de intermediarios
carcinogénicos pode modificar o risco do CaP em portadores de gendtipos
distintos do gene GSTT1 (Kelada et al., 2000). Este resultado encontrado por
Kelada e colaboradores (2000) pode ser, também, um indicativo da relagéo da
variavel tabagismo com o HBP, pois essas doengas possuem uma relagao,

ainda que nao se tenha detalhes sobre.

Analisamos também a regido do DNA que abrange o polimorfismo
rs1379298245 do gene CYP1A1 que esta localizado no cromossomo 15924.1 e
codifica uma enzima do citocromo P-450 de fase |. Esta enzima converte pro
carcinogenos ambientais em intermediarios reativos com efeitos
carcinogénicos, e esta envolvida no metabolismo oxidativo de esteroides, onde
os estrogénios foram sugeridos como tendo um papel critico na etiologia do
CaP, e também, tem funcdo na oxidacdo de acidos graxos e xenobidticos
(Chang et al., 2003). O Aril hidrocarbonte (AhR) é bastante associado a este
gene, pois enzimas do sistema citocromo P450 1A1 tem sua expressao
induzida pela via de sinalizagdo de seu receptor e o AhR foi sugerido como
capaz de modular outros processos celulares, além da desintoxicacao
xenobidtica, como desenvolvimento, diferenciagdo, proliferagcdo, e apoptose
(Rubio-Lightbourn e Espinosa-Aguirre, 2016).

Esse polimorfismo é representado pela substituicdo de uma adenina por
uma guanina (c.1355A>Q) e foi encontrado em 34 individuos do grupo controle
(sendo 2,95% de heterozigoto e 97,05% de homozigotos), 81 do grupo HBP
(sendo 71,60% heterozigotos e 28,40% homozigotos) e 17 do grupo CaP
(100% homozigotos).

Em uma amostra de pacientes do Japao, pesquisadores encontraram
resultados interessantes a respeito dessa variante com o CaP, sugerindo que
os individuos que apresentam genétipo AG ou GG possuem risco 2,86 vezes
maior de desenvolver a neoplasia quando comparados com individuos
saudaveis (AA) (Koda et al., 2017). Abdel-Razzak e colaboradores (2015)
também associaram a variante rs1379298245 a esta neoplasia, ao analisar 40

amostras de tecido sanguineo provenientes de pacientes com CaP. Por outro
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lado, o estudo realizado em 2016 por Sissung e pesquisadores avaliaram
individuos caucasianos com CaP e nao observaram a associacdo deste
polimorfismo com a doencga. Em nosso estudo a associagao deste polimorfismo
rs1379298245 foi observada na analise genotipica e alélica do grupo HBP
(p=0,000 e p=0,000 respectivamente), CaP (p=0,050 e p=0,000
respectivamente) e na comparacdo entre as patologias houve associagéo
significativa na analise genotipica (p=0,000). Esses resultados sugerem forte
associacgao do polimorfismo analisado com as patologias em questao.

Nas analises OR alélicas o alelo mutado (G) se mostrou como alelo de
risco para o CaP (6,51 vezes mais), para a HBP (3,92 vezes mais), e entre o
CaP e o HBP (1,67 vezes mais) em relagcdo ao selvagem (A). Corroborando
nossos resultados, outros estudos também indicaram o alelo G como o de risco
para o CaP, neste polimorfismo (Chang et al., 2003; Li et al., 2012; koda et al.,
2017).

Nas analises de associagdo genotipo e fendtipo do presente estudo, as
variaveis diabetes e antecedente familiar mostraram aumentar o risco da HBP
em portadores dos gendtipos AA (4,5 vezes) e AA+AG (2,37 vezes),
respectivamente. Estas associacbes ainda ndo foram descritas em outros
estudos, sendo assim, este é o primeiro estudo que encontra associagao
destas variaveis com o polimorfismo rs1379298245, o que pode ser um ponto
de partida para futuras pesquisas que investiguem mais profundamente essas
relacoes.

Foi analisado, também, o polimorfismo rs16260 presente no gene CDH1.
Tal gene se localiza no cromossomo 16g22.1 e codifica uma glicoproteina
transmembrana de adesdo (E-caderina), que medeia a adesao célula-célula
dependente de calcio, estabelece e mantém a polaridade celular e a arquitetura
do tecido (Qiu et al., 2009). Acredita-se que o CDH1 possa desempenhar um
papel na iniciacdo e progressao do tumor, pois a perda da expressao deste
gene estaria diretamente ligada a disfungcdo do sistema de adesdo célula-
célula, levando ao estado invasivo e metastdtico de tumores, sendo
considerado um importante gene supressor de tumor (Bonilla et al., 2006).Tal
polimorfismo é causado pela troca de uma citosina por uma adenina (C>A), e
foi encontrado em 41 individuos do grupo controle (sendo 82,93% de
heterozigoto e 17,07% de homozigotos), 61 do grupo HBP (sendo 88,52%
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heterozigotos e 11.48% homozigotos) e 19 do grupo CaP (89,47% de
heterozigotos e 10,53% homozigotos).

Deng e colaboradores (2014) realizaram uma meta-analise, com 57
estudos, pois viram que estudos publicados sobre a associacao de
polimorfismos do gene CDH1, com o risco de Cancer, permanecem
contraditorios, devido a diferencas nos habitos de vida e antecedentes
genéticos, e concluiram que o polimorfismo em questao esta significativamente
associado ao cancer, onde o alelo -160A (CA+AA) apresentou risco elevado
em relagcdo ao cancer de prostata. Um estudo, realizado para analisar a
contribuicdo do polimorfismo de nucleotideo unico do CDH1 rs16260 (-160 C/A)
para a suscetibilidade ao CaP na populacdo de Bangladesh, mostrou que o
polimorfismo em questdo estd associado ao aumento de risco de desenvolver a
doenca em tal populagcdo, sendo que o genodtipo CA heterozigoto e os
gendtipos CA + AA combinados mostraram 2,10 vezes e 2,08 vezes mais risco
de CaP, respectivamente, quando comparado com genétipos CC homozigotos
(IMTIAZ et al.,2019). Alguns autores sugerem que o polimorfismo -160(C/A)
pode estar relacionado, também, com outros tipos canceres, tais como, cancer
colorretal em britanicos, gastrico em chineses e adenocarcinoma de pulmao em
chineses de Taiwan (Pittman et al., 2009; Zhan et al., 2012; Huang et al.,
2018). Em nosso estudo, nao foi observada a associagcdo do polimorfismo
rs16260 com o desenvolvimento da HBP (p=0,195 e p=0,222) ou CaP (p=0,623
e p=0,684), e nem na comparagao entre as patologias (p=0,875 e p=0,621),
tanto na analise da frequéncia genotipica, quanto na alélica, respectivamente.
Estudos complementares aos nossos, com um maior numero amostral,
principalmente do grupo CaP, seriam de grande valia para que se tenha um
melhor entendimento sobre essa associagao na nossa populagao, que se
mostra como uma populagdo com grande miscigenacao.

Nas analises de associacao entre gendétipo e fenotipo, para estimar os
possiveis riscos de variaveis qualitativas em portadores do polimorfismo nas
patologias abordadas, apenas a variavel obesidade mostrou aumentar o risco,
em portadores do gendtipo CC (7,0 vezes mais), e apenas no grupo CaP, em
nossa amostra. Estudos recentes mostram que a obesidade representa um
fator fortemente associado ao CaP, e apesar de nao falarem sobre uma ligagcéo
direta do polimorfismo rs16260 com o CaP, o gene CDH1 sugere estar
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envolvido nesta associacdo da obesidade com o cancer de prostata (Bhagirath
e Saini, 2019; Wade e Kyprianou, 2019).

Seguindo os experimentos, fizemos a analise do polimorfismo rs1042522
(Pro72Arg) do gene TP53 localizado no cromossomo 17p13.1, onde ocorre
uma substituicio de um unico par de bases, no cdédon 72, resultando na
substituicdo do aminoacido Pro72 pelo aminoacido Arg72 na proteina
codificada pelo alelo mutante (Thomas et al., 1999; Asadi et al., 2017). Tal
gene codifica um fator de transcricdo de fosfoproteina (P53) que desempenha
um papel importante na parada do ciclo celular e na apoptose, onde na fase G1
do ciclo celular, a ativacdo de P53, em resposta ao dano ao DNA, leva ao
reparo do DNA, ou inicia a maquinaria de morte celular, resultando em
apoptose (Robles e Harris, 2001; Xu et al., 2010). Atua também como
supressor de tumor. Este polimorfismo resulta da troca de uma citosina por
uma guanina (c.215C>G), e foi encontrado em 61 individuos do grupo controle
(sendo 26,23% de heterozigotos e 73,77% de homozigotos), 69 do grupo HBP
(sendo 28,99% heterozigotos e 71,01% homozigotos) e 24 do grupo CaP
(sendo 29,17% de heterozigotos e 70,83% homozigotos).

Em amostras da populacédo do sul da China (Xu et al., 2010) e do
Paquistdo (Khan et al., 2014) foram encontradas associagcdes positivas do
polimorfismo em questdo com as patologias de interesse, sendo que, na
populacado do Paquistdo, observou-se que o alelo G esta altamente associado
ao risco aumentado de adenocarcinoma de prostata. Ja Fan e colaboradores
(2017), realizaram uma meta-analise com 17 estudos, para investigar se o
polimorfismo de interesse confere suscetibilidade ao Cancer de Préstata, onde
nao foi encontrada associagao significativa do polimorfismo rs1042522, do
gene TP53 com o CaP na populagdo geral. A partir de nossas analises,
também néo foi observada associagao significativa do polimorfismo rs1042522,
tanto na analise genotipica quanto na alélica, para os grupos HBP (p=0,920 e
p=0,680 respectivamente), CaP (p=0,960 e p=0,828 respectivamente) e na
comparagcao entre as patologias (p=0,997 e p=0,933 respectivamente),
sugerindo que essa associacdo pode estar relacionada a populagdes com
caracteristicas especificas.

Nas analises realizadas entre genoétipo e fendtipo utilizando variaveis

qualitativas, foi observado o aumento de risco dos portadores do genétipo CC
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(3,50 vezes maior) apenas em relagédo a variavel tabagismo, e somente para o
desenvolvimento da HBP. Ainda n&do foram publicados estudos que relacionem
diretamente esta variavel com a HBP, tornando este resultado de grande valia
para o melhor entendimento da associagdo do tabagismo com o HBP e
evidencia a importancia e a necessidades de mais estudos sobre a HBP.

A falta de relacao dos gendtipos nulo e ndo nulo do gene GSTT1, e dos
polimorfismos rs16260 e rs1042522 com o CaP ou a HPB pode ter sido
causada pelas diferencgas étnicas entre os grupos amostrais dos outros estudos
quando comparados ao do presente estudo, levando em consideracao, que a
populacao de brasileiros analisada € bastante miscigenada.

A associacao encontrada entre o polimorfismo do gene CYP1A71 e o CaP
e a HBP deve ser observada com cautela, pois os testes, apesar de bastante
significativos, mostraram que as distribuicbes genotipicas e alélicas nao estao
em equilibrio nos grupos, mesmo apos repetidos testes terem sido feitos para
este polimorfismo, e a enzima de restricdo ter sido testada em outro
polimorfismo, comprovando os resultados obtidos. Mas ainda assim, esse
resultado é interessante, podendo indicar essa variante como fator preditivo

para o CaP.

7 Conclusao

Neste estudo analisamos polimorfismos e suas possiveis relagdes com o
CaP e a HBP, em uma amostra da populagdo do Rio de Janeiro, podendo
assim, contribuir para uma melhor compreensao da influéncia dessas variantes
nas patologias estudadas, auxiliar na descoberta de uma possivel
suscetibilidade dos individuos ao CaP, de possiveis diferentes abordagens
terapéuticas e até mesmo contribuir para obtencdo de novas formas de

diagnostico.

e Os gendtipos nulo e ndo nulo (-/+) do gene GSTT1 parecem nao
apresentar associagao significativa com o Cap, o HBP e entre as duas
doencas.

e Os polimorfismos rs16260 do gene CDH1, rs1042522 do gene TP53
parecem nao estar associados com o desenvolvimento do CaP, ou da
HBP em nosso estudo.
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e O polimorfismo rs1379298245 do gene CYP1A1 apresentou associagdo
genotipica e alélica positivas com o CaP e a HBP. O alelo G deste
mesmo polimorfismo sugere representar um fator de risco para o
desenvolvimento do CaP e HBP, entretanto esses resultados devem ser
interpretados com muito cuidado, fazendo-se necessarios futuros
estudos confirmar estes achados, uma vez que os testes de Hardy-
Weinberg mostraram que as frequéncias genotipicas e alélicas nao se
encontram em equilibrio na populacéo estudada .

e O fendtipo de obesidade parece aumentar significativamente o risco de
CaP em portadores do genoétipo CC do polimorfismo rs16260 (CDH1).

e O fendtipo de tabagismo parece aumentar significativamente o risco de
HBP em portadores do genétipo CC do polimorfismo rs1042522 (TP53).

e Os fendtipos hipertensdo e tabagismo parecem aumentar
significativamente o risco de HBP em portadores do gendétipo nulo.

e O fendtipo de diabetes parece aumentar significativamente o risco de
HBP em portadores do gendtipo AA do polimorfismo rs1379298245
(CYP1A1).

e O antecedente familiar sugere aumentar significativamente o risco de
HBP em portadores dos gendtipos AA+AG, do polimorfismo
rs1379298245 (CYP1A1).

e O fendtipo de hipertensdo sugere aumentar significativamente o risco de
CaP e HBP em portadores do genétipo nulo do gene GSTT1.

Vale ressaltar que mais estudos, em diferentes populacdes e com um maior
numero amostral, sdo necessarios para que se tenha uma melhor
compreensao do impacto destas variantes genémicas para o desenvolvimento

de doencgas complexas como o CaP e a HPB.
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Anexo C. Questionario de histérico clinico do paciente

LabGen - UNIGRANRIO
Laboratério de Genética Humana
Escola de Ciéncias da Saude (Medicina)

'mY NI VERSIDADE

'
s #

Questionario de Historico Clinico do Paciente
“Analise de fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento do Cancer de
Préstata eHiperplasia Benigna Prostatica”

Data da Coleta: / /

Nome: Numero de Prontuario:

Nascimento: / / Idade: anos Raca: () Branca ( ) Parda ( ) Negra

Estado Civil:( ) Solteiro ( ) Casado ( ) Divorciado ( ) Viuvo

Escolaridade: ( )0 ( ) 1-4( )5-8 ( )9-12 () mais de 12 anos. Profissao:

Grupo Amostral:

Queixa Principal:

OBS:

Medicamentos Usados:

Alergias: ( ) Nao ( ) Sim Qual?

Tabagista:( ) Nao( ) Sim Etilista: ( ) Nao ( ) Sim

Atividade Fisica: ( ) Nao ( ) Sim Frequéncia:

PA: X mmHg.

Peso: kg. Altura:

m. IMC:

kg/m.

Antecedentes Pessoais

( )Nenhum
( ) Obesidade

() Hipertensao Arterial

() Diabetes

() Apneia Obstrutiva do Sono

( ) Litiase
() Cirurgia. Qual?

( ) Nenhum

Antecedentes Familiares

( ) Cancer de Prostata

( ) Hiperplasia Benigna Prostatica
( ) Cancer de Mama

() Outro. Qual?

Escore I-PSS
( )Leve: 0 a 7 pontos
( )Moderado: 8 a 19
pontos
( ) Graves: 20 a 35

pontos

Esvaziamento (Obstrutivos)
Jato Fraco () Nao( ) Sim
Jato Interrompido( ) Nao( ) Sim
Jato Afilado ( ) Nao( ) Sim
Esfor¢co Miccional( ) Nao( ) Sim
Hesitancia( ) Nao( ) Sim

Irritativos (Armazenamento)
Polaciuria (freq.)( ) Nao( ) Sim
Politria (vol.)( ) Nao( ) Sim
Nocturia( ) Nao( ) Sim
Disuria( ) Nao ( ) Sim
Urgéncia ( ) Nao( ) Sim
Dor Suprapubica( ) Nao( ) Sim

Pos-miccional

Sensacio de esvaziamento vesical incompleto( ) Nao( ) Sim

Gotejamento Pés-miccional( ) Nao( ) Sim




Questionario de Historico Clinico do Paciente
“Analise de fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento do Cancer de
Prostata e Hiperplasia Benigna Prostatica”
Escore Internacional de Sintomas Prostaticos
(I-PSS — InternationalProstateSymptom Score)

59

Nenhum
a
vez

Menos
que
1 vez em
cada 5

Menos
que
a metade
das vezes

Cercade
metade
das
vezes

Mais que
a
metade
das
vezes

Quase
sempre

No ultimo més, quantas
vezes voce teve a
sensacao de
esvaziar
completamente a bexiga
apos terminar de urinar?

nao

2

4

No ultimo més, quantas
vezes Vvocé teve de
urinar

novamente em menos
de 2 horas apos ter
urinado?

No ultimo més, quantas
vezes voce observou
que, a0 urinar, parou e
recomecgou varias
vezes?

No ultimo més, quantas
vezes voc€ observou que
foi dificil conter a
urina?

No ultimo més, quantas
vezes voce observou que
ojato urinario estava
fraco?

No ultimo més, quantas
vezes voce teve de fazer
forca para comecar a
urinar?

Nenhum
a

1 vez

2 vezes

3 vezes

4 vezes

5 vezes

No ultimo més, quantas
vezes em média vocé
teve de se levantar a
noitepara urinar?

0

2

4

Escore I-PSS
() Sintomas leves: 0 a 7 pontos
( ) Sintomas moderados: 8 a 19




pontos
( ) Sintomas graves: 20 a 35 pontos

Questionario de Historico Clinico do Paciente
“Analise de fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento do Cancer de
Prostata e Hiperplasia Benigna Prostatica”

Exames

Datas A / /

Hemacias(milhdes/mm”)

Hematocrito (%)

Hemoglobina(g/dL)

Leucocitos Totais (mil/mm?®)

Plaquetas (mil/mm’)

Glicose (mg/dL)

Hemoglobina Glicada(% Hb Total)

Ureia (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

Acido Urico (mg/dL)

Colesterol Total (mg/dL)

Colesterol LDL (mg/dL)

Colesterol HDL(mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

TGO/AST (U/L)

TGP/ALP (U/L)

PSA Total (ng/mL)

PSA Livre (ng/mL)

Inibidor de a-Redutase(pg/mL)

EAS

Data: / /
Volume da Prostata:

Ultrassonografia de Prostata
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Data: / /
Negativa () Positiva ()
Score de Gleason:
Estadiamento:

Numero de Fragmentos:
OBS:

Biopsia de Proéstata

Outros

Tratamento e Conduta

APENDICE A. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

VERSIDADE
LabGen- UNIGRANRIO
Laboratdrio de GenéticaHumana

Escolade {!énclai da Saude {Meduma]

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar, como voluntario, da pesquisa “Analise
de fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento do Cancer de Préstata e
Hiperplasia Benigna Prostatica”, no caso de vocé concordar em participar, favor
assinar ao final do documento. Sua participacdo ndo ¢ obrigatoria, e, a qualquer
momento, voce podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa nao
trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador (a) ou com a instituigao.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e endereco do
pesquisador(a) principal, podendo tirar duvidas do projeto e de sua participagao.

Os objetivos desse estudo sao:

1)Este projeto se propde estudar fatores genéticos que possam estar influenciando o
desenvolvimento de doengas caracteristicas da populacdo idosa masculina como o
Cancer de Prostata e Hiperplasia Benigna Prostatica.

2) Pretende-se ainda, estudar fatores que modulem o risco de desenvolver tais doengas.
3)Compreender a forma de atuacdo de todos esses fatores de maneira a identificar a
doenca de maneira precoce que permita adotar os tratamentos e cuidados médicos mais
adequados para atenuar ou diminuir esses riscos.

Sua participag@o nesta pesquisa consistird em realizar a leitura e assinatura do termo de
consentimento para que sejam coletadas amostras de 5 ml de sangue total e utilizadas
para posterior extragdo de DNA, podendo ser solicitada uma segunda coleta, caso o
material ndo seja suficiente ou sofra algum tipo de alteragdo (coagulacao, hemolise),
sem que isto acarrete nenhum prejuizo ou risco para a saude do paciente, exceto
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aqueles relacionados com um pequeno desconforto comum a retirada rotineira de
sangue, que sera realizada por pessoal previamente treinado.

O material bioldgico coletado (sangue) serd encaminhado ao LabGen (Laboratorio de
Genética Humana da UNIGRANRIO para o estudo molecular. Serao respeitadas as
normas vigentes para Pesquisa em Seres Humanos segundo a resolu¢do do Ministério
da Saude 196/96, especialmente relevantes aos estudos de carater genético.
Custo/Reembolso para o participante: A participagdo nesta pesquisa ndo envolvera
custo adicional com sua participacdo. As consultas, exames, tratamentos serao
totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranca com o que sera realizado. Vocé
também nao recebera nenhum pagamento com a sua participagao.

Confidencialidade da pesquisa: O sigilo e a confidencialidade das informagdes obtidas
pelo estudo serdo preservados. A identidade dos participantes ndo sera revelada, pois
cada amostra de material biologico fara parte de um banco de dados identificados por
codigos especificos. Os resultados serdo utilizados com fins cientificos, podendo ser

publicados em revistas cientificas.

IVERSIDADE

UNIGRANRIO

LabGen- UNIGRANRIO
Laboratério de GenéticaHumana
Escolade Cléncias da Sadde (Medicina)

Os individuos que se opuserem a ingressar no projeto, ou que quiserem se retirar do
mesmo, ndo sofrerdo nenhum tipo de penalidade referente ao seu atendimento clinico,
acesso a tratamentos disponiveis, ou acesso a qualquer outro tipo de atividade
assistencial e/ou de pesquisa que por ventura possam existir no futuro.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com o senhor,
podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer
momento com os pesquisadores responsaveis.

Pesquisador(a) responsavel: Dr. Pedro HernanCabello

Endereco: LabGen - Laboratorio de Genética Humana/Escola de Ciéncias da
Saude / Universidade do Grande Rio — Bloco F — Rua José de Souza Herdy 1160,
Duque de Caxias, RJ; CEP 25071-202; Telefone: (21) 2672-7881; Email:

phcal0l@gmail.com

Dr. Pedro H. Cabello
Pesquisador Responsavel
Tel.: (21) 2672-7881
Email: phca0l@gmail.com

Eu, , declaro
que li as informagdes contidas nesse documento, fui devidamente informado pelos
procedimentos que serdo realizados, riscos e desconfortos, beneficios, custo/reembolso
dos participantes, confidencialidade da pesquisa, concordando ainda em participar da
pesquisa. Foi-me garantido que posso retirar o consentimento a qualquer momento, sem
qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.
Declaro ainda que recebi uma copia desse Termo de Consentimento. Poderei consultar o



mailto:phca01@gmail.com
mailto:phca01@gmail.com

63

pesquisador responsavel (acima identificado), a quem poderei contatar a qualquer
momento que julgar necessario através do telefone (021)2672-7881 ou e-mail
phca0l@gmail.com sempre que entender necessario obter informagdes ou
esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa e minha participagdo no mesmo. O
pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José¢ de Souza Herdy,
1160 — CEP 25071-202 - Telefone (021)2672-7733 - Enderego Eletronico:
cep@unigranrio.com.br.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publicacdes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam
mencionados.

, de de 20

ASSINATURA DO VOLUNTARIO
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