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RESUMO

Introducdo: O cancer de préstata € a neoplasia de maior incidéncia entre homens, e mais
prevalente em paises desenvolvidos onde a populacdo é predominantemente idosa. E uma
doenca multifatorial devido a sua suscetibilidade associada a varios fatores ambientais e
genéticos. O estudo de polimorfismos associados a suscetibilidade de desenvolvimento do
cancer de préstata tem contribuido para sua melhor compreensdo. Objetivo: O presente
trabalho tem como objetivo avaliar a relagdo dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nuloe o
MTHFR C677T com a suscetibilidade e progndstico do cancer de prostata de alto risco em
uma populacdo do Piaui. Metodologia: Trata-se de um estudo de caso-controle envolvendo
156 pacientes com cancer de prostata classificado de alto risco, com concentragao plasmatica
do antigeno prostatico especifico >20 ng/mL e/ou escore de Gleason >8 ¢/ou estagio tumoral
T2c/T3 com ou sem avango nos linfonodos e metéstase, seguindo os parametros de
estratificacdo tumoral de alto risco D"Amico et al. (2011), e 193 individuos saudaveis
constituidos por homens idosos a partir de 60 anos de idade, ambos foram genotipados pela
técnica de PCR multiplex para os genes GSTM1 e GSTT1 e técnica PCR-RFLP para o gene
MTHFR. As informagdes clinicas foram sistematizadas, levando em consideraco variaveis
como idade, niveis séricos do PSA, escore de Gleason e estagio tumoral. Resultados: O
polimorfismo GSTM1 nulo demonstrou efeito de protecdo contra o cancer de prostata de alto
risco (OR= 0,5, 1C=95% 0,3-0,8 p=0,005; OR ajustado=0,9, IC=95% 0,9-1,0 p= 0,019). O
polimorfismo GSTT1 nulo apresentou valor estatisticamente significativo com relagdo ao
cancer de prostata de alto risco (OR=2,0, IC=95% 1,2-3,3 p=0,003; OR ajustado= 1,0
IC=95% 0,9-1,0 p=0,001). O polimorfisimo MTHFR C677T ndo apresentou associacdo
significativa com o cancer de préstata de alto risco. Nao houve associacao significativa entre
os polimorfismos em estudo e as varidveis clinicas preditoras do prognostico do cancer de
prostata de alto risco. Conclusdo: Os resultados desta pesquisa sugerem que 0S
polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo podem ser marcadores importantes para futuras
aplicacdes clinicas, quando associados ao cancer de prostata de alto risco.

Palavras-chave: ldosos. Neoplasia. Suscetibilidade.
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ABSTRACT

Background: The prostate cancer is the neoplasy with major incidence among men, and more
prevalent in developed countries where the population is prevailingly elderly. It is a
multifactorial disease due its suscepbility associated to several environmental and genetic
factors. The study of polimorphisms related to susceptibility of developing prostate cancer
had contributed for its best comprehension.This study aim to evaluate the relation between the
GSTM1 null, GSTT1 null, MTHFR C677T polymorphisms and the susceptibility and
prognosis of the high risk prostate cancer in a population from Piaui. Methods: It is a case-
control study involving 156 pacients with prostate cancer classified as high risk, with
prostate-specific antigen plasma concentration >20 ng/mL and/or Gleason score >8 and/or
tumor stage T2c/T3 with ou without lymph node progression and metastasis, following the
D’amico (2011) high risk tumor stratification criteria, and 193 healthy individual composed
by elderly men as of 60 years old, both were genotyped by PCR multiplex to the genes
GSTM1 and GSTT1 and by PCR-RFLP to the gene MTHFR. The clinical information were
systematized, considering variables as age, PSA seric levels, Gleason score and tumor stage.
Results: The GSTML1 null polymorphism demonstrate protection effect against high risk
prostate cancer (OR= 0,5, CI=95% 0,3-0,8 p=0,005; adjusted OR= 0,9, CI=95% 0,9-1,0 p=
0,019). The GSTT1 null polymorphism presented statistically significant value related to high
risk prostate cancer (OR=2,0, C1=95% 1,2-3,3 p=0,003; adjusted OR = 1,0 CI=95% 0,9-1,0
p=0,001). The MTHFR C677T polymorphism don’t indicated significant association with
high risk prostate cancer. There wasn’t significant association between the studied
polymorphisms and prognosis predictors clinical variables of high risk prostate cancer.
Conclusion: This study results suggest that the GSTM1 null and GSTT1 null polymorphisms
can be relevant markers to future clinical applications, when associated to high risk prostate
cancer.

Keywords: Elderly. Neoplasy. Susceptibility.
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1 INTRODUCAO

O céncer de prostata é a neoplasia de maior incidéncia em escala global na populacdo
masculina (NAGHAVI et al., 2015). No Brasil, ele é o segundo tipo de cancer mais frequente
em homens, precedido apenas do cancer de pele ndo-melanoma e no estado do Piaui, 0
namero de casos triplicaram entre os anos de 2003 a 2016 (BRASIL, 2002; BRASIL, 2016).
O cancer de prostata de alto risco se manifesta principalmente em idosos com idade avancada,
nos quais 65% dos casos diagnosticados no mundo ocorrem em individuos com idades iguais
ou superiores a 65 anos, e portanto, sua incidéncia tem aumentado nos paises desenvolvidos,
onde a populacgéo é predominantemente idosa (BRASIL, 2014).

A complexa etiologia e heterogeneidade clinica do cancer de prostata dificultam as
investigacdes quanto a melhor forma de prevencdo, diagnostico, prognostico e tratamento
dessa doenca. Visto que as atuais formas de prevencdo e detec¢do sdo ainda imprecisas,
fatores de suscetibilidade séo levados em consideracdo como: idade, historico familiar, dieta,
consumo de bebidas alcodlicas e tabagismo. Varios trabalhos demonstraram resultados
conflitantes sobre a correlagdo dos fatores supracitados com o desenvolvimento, incidéncia e
prevaléncia desse cancer em diferentes etnias (KIMURA, 2012; BAENA; SALINAS , 2014,
MANDAIR et al., 2014).

O conhecimento dos polimorfismos em genes candidatos ao desenvolvimento do
cancer de prostata ira permitir melhores formas de prevencdo e diagnostico dessa doenca.
Neste contexto, os polimorfismos nos genes glutationa S-transferase mu 1 (GSTM1),
glutationa S-transferase teta 1 (GSTT1) e metilenotetrahidrofolato (MTHFR) sdo importantes
para as investigacdes de associacdes genéticas e ha muito tempo estudados por seu papel no
metabolismo celular. As glutationas S-transferases (GSTs) sdo enzimas multifuncionais
codificadas por genes como GSTM1 e GSTT1, com importante funcdo na desintoxicacao
metabdlica, metabolizacdo dos agentes quimioterapicos do cancer e subprodutos do estresse
oxidativo. Os polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo acontecem por um evento de
recombinacdo homdloga e repeticdo de pares de bases, 0 que resulta na delecdo das regides
que contém os genes GSTM1 e GSTT1 inteiros, comprometendo a funcdo enzimatica das
GSTs (PARL, 2005; FROVA, 2006). O gene MTHFR codifica a enzima 5-10

metilenotetrahidrofolado redutase (MTHFR) envolvida na via metabdlica do folato, um
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importante substrato percussor do metabolismo celular. O polimorfismo de nucleotideo Gnico
(SNP do inglés Single Nucleotide Polymorphism) MTHFR C677T ocorre pela substituicdo do
alelo citosina (C) pelo alelo timina (T) na posic¢do do nucleotideo 677, ocasionando a reducéo
da atividade da enzima citada (IZMIRLI, 2013).

A associacgédo dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo sozinhos e _M1 nulo/_T1
nulo combinados e modelos genéticos aditivos (CC vs. CT), (CC vs. CT), dominante (CC vs.
CT+TT), co-dominante (CT vs. CC+TT) e recessivo (TT vs. CC+CT) do polimorfismo
MTHFR C677T com o cancer de prostata tem sido foco em pesquisas recentes, relacionando-
0s com a progressdo ou ndo dos niveis de PSA (PSA! do inglés Antigen Prostate Specific),
escore de Gleason e estadiamento tumoral TNM (EMEVILLE et al., 2014; GUO et al., 2015a;
MANSOUR et al., 2015; WANG; LI; JIANG, 2016). Portanto, o objetivo deste trabalho é
avaliar a relacdo desses polimorfismos com a suscetibilidade e prognéstico do cancer de
préostata de alto risco em uma populacdo do Piaui. Estes estudos sdo relevantes para o
conhecimento dos mecanismos moleculares do cancer de prdstata e poderdo fornecer
subsidios importantes para a aplicacdo clinica, tanto na prevencgéo do cancer de prostata como
no tratamento, uma vez que o conhecimento prévio da predisposicdo genética de individuos
saudaveis suscetiveis a doenca e de pacientes com esse cancer podera reduzir a mortalidade e

auxiliar em tratamentos mais direcionados e eficazes.

LAntigeno prostatico especifico (PSA) é um produto do epitélio prostatico, secretado normalmente no sémen. E
uma serino protease cuja funcéo € clivar e liquefazer o coégulo seminal formado apdés a ejaculagdo. Em homens
normais, apenas quantidades minimas de PSA circulam no soro (ROBBINS; COTRAN, 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer de Prostata: Epidemiologia e Fatores de Suscetibilidade

O cancer de prostata é uma das malignidades de maior incidéncia nos homens em
escala global, com 1,4 milhdes de casos incidentes e 293.000 mortes em 2013 (NAGHAVI et
al., 2015). No ranking geral, esta na quinta posicao entre os tipos de cancer mais comum, e na
populacdo masculina, é o segundo cancer mais frequentemente diagnosticado (FERLAY et
al., 2015). A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de
61.200 mil casos novos de cancer de préstata (BRASIL, 2015). Essa neoplasia € a mais
incidente entre os homens em todas as regides do Brasil, inclusive na regido nordeste, com
51,84/100 mil homens por ano (BRASIL, 2015). No Piaui, estima-se 890/100 mil homens
€asos Novos por ano e na sua capital 210/100 mil homens casos novos por ano, com taxas
brutas de 61,82%, 55,41% e 53,60%, respectivamente (BRASIL, 2015). Em 2003, essas
estimativas foram consideravelmente inferiores as de 2016, com 35.240 casos novos desse
cancer /100 mil homens no Brasil, 220/100 mil homens no estado do Piaui e 100/100 mil
homens na capital Teresina com taxas brutas de 17,69%, 15,39% e 30,45%, respectivamente
(BRASIL, 2002).

A relacdo da ligacdo geografica com os padrdes temporais do cancer que
correspondem aos niveis de progresso econdémico e social s@o caracteristicas chaves para uma
avaliacdo global do cancer (BRAY et al., 2013). Em 2013, o cancer de préstata foi mais
prevalente em paises desenvolvidos, onde a populacdo é predominantemente idosa, do que em
paises em desenvolvimento (NAGHAVI et al., 2015). Neste contexto, a taxa de incidéncia
estimada é crescente em paises de alta-renda (América do Norte, Oceania, Europa Ocidental,
Australia/Nova Zelandia e Japéo), enquanto que as taxas de mortalidade sdo altas em paises
de baixa e média renda, onde h& maior prevaléncia do cancer de préstata de alto risco (Sul da
Africa, Caribe, América do Sul) (CENTER et al., 2012). A disseminacéo do rastreamento do
cancer de proéstata por meio do exame de dosagem de PSA, dentro do espectro considerado
normal pela maioria dos autores (< 4,0 ng/mL), tem contribuido para sua incidéncia
aumentada em paises desenvolvidos, entretanto ndo contribui para o declinio da mortalidade
(FERLAY et al., 2010b; BRAY et al., 2013; CENTER, 2013; FERLAY et al., 2015).
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O crescimento das taxas de incidéncia do cancer de prostata ao longo dos anos no
Brasil pode ser devido ao aumento da expectativa de vida, melhoria da qualidade dos sistemas
de informacédo do pais e a ocorréncia de sobrediagnostico, em funcdo da disseminagdo do
rastreamento do cancer de prostata com PSA e toque retal (BRASIL, 2015). No entanto, esses
fatores e um possivel diagndstico precoce nessa populacdo nao interferem no decréscimo da
mortalidade por esse cancer de alto risco. De 2003 a 2013, houve aumento de 8.977 para
13.772 casos de oObitos por cancer de prostata no Brasil (BRASIL, 2014). Depois do cancer de
mama, 0 cancer de prostata e coloretal estdo entre os tipos diagnosticados com maior
frequéncia em paises desenvolvidos, ndo somente devido a extensdo de exames para o auxilio
na deteccdo dessas neoplasias, como também deteccGes de praticas associadas com a
urbanizacéo e desenvolvimento econémico (BRAY et al., 2013).

O Programa Nacional de Controle do Cancer de Prostata? expde questdes relacionadas
ao desenvolvimento do cancer de préstata como idade avancgada, histérico familiar, estilos de
vida compartilhados entre os membros da familia, dieta, consumo de bebidas alcodlicas e
tabagismo (BRASIL, 2002). Uma dieta rica em legumes, frutas e grdos e favoravel para
prevenir o cancer de préstata, assim como o consumo de carne vermelha processada ou cozida
pode estar relacionado ao aumento das chances de ocorréncia (BAENA; SALINAS, 2014,
MANDAIR et al., 2014).

A variacgdo da incidéncia do cancer de prostata em diferentes etnias tem sido avaliada
como um possivel fator de suscetibilidade. Essa neoplasia é mais comum em homens negros
do que em homens brancos; ocorrendo com mais frequéncia em populacgdes afro-americanas e
menos frequente em populagbes asiaticas (JEMAL et al., 2009; WADHERA, 2013;
CRAWFORD et al.,, 2015). No entanto, esse cancer pode ser identificado com maior
prevaléncia em imigrantes asiaticos vivendo na América do Norte e paises europeus do que
nos seus paises de nascimento, assim como imigrantes australianos do leste da Asia tem taxas
de dosagem de PSA significativamente mais baixas do que os homens nascidos na Austréalia, o
que leva a crer que o estilo de vida compartilhado pode ser um fator de maior suscetibilidade
do que a etnia (KIMURA, 2012).

A relacdo entre fatores genéticos e influéncias ambientais pode ser um fator
importante para o entendimento da patogénese do cancer de prostata (VISAKORPPI, 2003;

2 O programa nacional do controle ao cancer de prostata foi uma implementacéo a Politica Nacional do Cancer,
em cumprimento a lei 10.289, de 20 de setembro de 2001 (BRASIL, 2002).
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ATTARD et al., 2016). Os SNPs sdo variantes alélicas comuns que tém sido estudadas nos
Gltimos anos e associadas a varios tipos de cancer, inclusive o de prostata; no entanto, seus
efeitos modestos diminuem as chances de adequacdo em aplicacGes de deteccdo de doenca
(BAMBURY; GALLAGHER, 2012; BARBIERI et al., 2012). Mais de 20 estudos de
associacdo do genoma-completo (GWAS, do inglés Genome-Wide Association Study) em
cancer de prostata revelaram sua associacdo com 76 SNPs (ATTARD et al., 2015). Apesar de
mutacGes em genes (por exemplo: BRCA2, BRCALl, HOXB13, MMR, NBS1 e GHEK2)
conferirem uma suscetibilidade aumentada, ndo somente para a neoplasia em estudo, como
para outros tipos de canceres, os SNPs podem ser mais frequentes e desempenhar um papel
importante nos mecanismos moleculares das neoplasias (Figura 1) (VISAKORPI, 2003;
BARBIERI et al., 2012; SAVAS et al., 2013; ATTARD et al., 2016).

Figura 1 - Variantes suscetiveis associadas ao cancer de prostata
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Fonte: adaptado de Attard et al. (2016).

Uma série de estudos do tipo caso-controle tem avaliado evidéncias da suscetibilidade
de associacdo dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e SNP MTHFR C677T entre
grupo de populacdes com cancer de prostata em varios estagios tumorais (COLLIN et al.,
2009; YANG et al., 2013; EMEVILLE et al., 2014; ALBENDIZADEH et al., 2015). A
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descoberta de mais de 50 polimorfismos associados com as chances de desenvolver o cancer
de prostata nos ultimos sete anos € uma das maiores contribuicdes para o entendimento de sua
etiologia, e poderdo futuramente ter potencial utilidade para a prevencao, diagnostico,

progndstico e tratamento dessa doenca (XU et al., 2013).

2.2 Patogenia e Diagndstico do Cancer de Prostata

A prostata € um 6rgdo retroperitoneal que se situa na pelve masculina, logo abaixo da
bexiga e a frente do reto. A uretra origina a partir da bexiga e segue um curso por meio da
prostata e assoalho pélvico no pénis (WADHERA, 2013). A prdstata esta dividida em quatro
zonas distintas (periférica, central, transicional e estroma fibromuscular anterior) (Figura 2).
O tipo mais comum de cancer de prostata, 0 adenocarcinoma, geralmente se desenvolve na
zona periférica (ROBBINS; COTRAN, 2010). Esse tipo de cancer apresenta comportamento
heterogéneo e pode ser classificado como (1) invasivo, quando tende a metastizar; (2) latente,
que corresponde a pequenos focos de carcinoma bem diferenciados; e (3) oculto, quando é
clinicamente inaparente (GLINA, S.; VIEIRA, 2010).

Figura 2 - Visdo obliqua e anterior da prostata e da uretra.
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Fonte: Adaptado de Wadhera (2013).



19

Para o diagnostico do cancer de prostata, 0 exame digital do reto pode detectar o
cancer de prostata precocemente, no entanto, o teste do PSA é o exame mais utilizado como
ferramenta de triagem para auxiliar o diagnostico precoce dessa doenca (ROBBINS;
COTRAN, 2010). O PSA é uma glicoproteina produzida quase que exclusivamente no
componente epitelial da glandula prostatica, e 0 aumento dos seus niveis na circulacéo esta
relacionado a doengas na prostata. Tradicionalmente, valores acima de 4,0 ng/mL s&o
indicativos da necessidade de bidpsia (BARRY, 2001)..

Apesar dos niveis de PSA estarem frequentemente elevados em pacientes com cancer
de prostata, também podem estar elevados na hiperplasia prostatica benigna (LILJA, 2003;
ROBBINS; COTRAN, 2010). E importante considerar o PSA como uma variavel continua e
analisar outros fatores como a cinética do PSA, etnia, biopsia pregressa, historia familiar,
idade e relacdo de PSA total e livre (GLINA, S.; VIEIRA, 2010). Um estudo utilizou como
valor de referéncia o nivel sérico de PSA < 2,0 ng/mL em homens negros acima dos 40 anos
para garantir maior sensibilidade do teste, devido a sua suscetibilidade aumentada nesse grupo
étnico (FLESHNER; LAWRENTSCHUK, 2009). Embora existam achados caracteristicos do
cancer de prostata na ultrassonografia transretal e em outras modalidades de imagem, a
biopsia por agulha transretal é necessaria para confirmar o diagnostico (ROBBINS;
COTRAN, 2010). Também correlacionam o nivel sérico de PSA com o estdgio TNM e escore
de Gleason do tumor, e podem ser utilizados para triagem e prognostico desse cancer
(SCHULZ; HATINA, 2006; TAYLOR et al., 2010; SONAWANE et al., 2016).

2.3 Progndstico do Cancer de Préstata

Para o0 progndstico exato sdo necessarios métodos para quantificar a provavel
agressividade clinica, extensdo e disseminacdo do tumor no paciente e assim definir a melhor
forma de tratamento (GLINA, S. & VIEIRA, 2010). Sempre quando houver anormalidades na
dosagem do PSA e togue retal, a biopsia da prostata € necessaria para identificar e qualificar o
possivel tumor de acordo com o escore de Gleason e 0 estdgio TNM.

O escore de Gleason leva em conta o padréo glandular e a relacdo entre glandulas e
estroma prostatico. Sendo assim, os tumores sdo classificados de acordo com a diferenciagdo
celular de 1 a 5, sendo grau 1 o mais bem diferenciado e o grau 5, 0 mais indiferenciado. O

escore final de Gleason é dado pela soma dos graus de padrdo primario (predominante) e
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secundario (segundo grau histolégico mais comum). Dessa forma, as neoplasias mais bem
diferenciadas seriam escore 2 (1+1) e as mais indiferenciadas 10 (5+5) (HUMPHREY, 2004).
Os tumores com escores 2 a 4 sdo bem diferenciados, os de 5 a 7 s80 moderadamente
diferenciados e os de 8 a 10 sdo tumores indiferenciados (PARTIN et al., 1993).

O sistema de estadiamento TNM baseia-se na extensdo da lesdo priméaria (T),
caracterizada como T1 a T4, e o TO é usado para indicar uma lesdo in situ; na extensdo de sua
disseminacdo para os linfonodos regionais (N), onde NO significaria auséncia de
envolvimento linfonodal, enquanto que N1 a N3 denotaria envolvimento de um ndmero e
abrangéncia crescentes de linfonodos; e na presenca ou auséncia de metastases hematogénicas
(M), onde MO significa auséncia de metastases a distancia, enquanto M1, ou algumas vezes
M2, indica a presenca de metastases e algum julgamento sobre o seu nimero (ROBBINS;
COTRAN, 2010). As caracteristicas citologicas, como o grau de diferenciacdo das células
tumorais e a variacdo do tamanho e das formas dos constituintes celulares do tumor, sdo
levadas em consideragdo no estadiamento do tumor (FALLIS, 2013).

O grau histolégico do tumor de prostata deve ser sempre levado em conta ao escolher
a melhor forma de tratamento. Sabe-se que o0s pacientes diagnosticados com escore de
Gleason menor do que 7 (bem diferenciados) podem se beneficiar de uma abordagem
terapéutica menos agressiva, enquanto que aqueles com escore maior do que 8 (pouco
diferenciados) devem ser tratados de forma mais agressiva, justificando a associagdo de
cirurgia, radioterapia e/ou hormonioterapia (MONTENEGRO; FRANCO, 2006;
PIERORAZIO et al., 2013). Para a compreensdo do grau histoldgico do tumor, o sistema de
classificacdo de risco mais utilizado de acordo com D’ Amico, desde 1998, refere-se ao PSA <
10 ng/mL, escore de Gleason < 6 e estagio tumoral T1c ou T2a para classificar pacientes com
cancer de prostata de baixo risco. Para classificar pacientes de risco intermediario, refere-se
a0 PSA > 10 <20 ng/mL e/ou escore de Gleason = 7 e/ou estagio tumoral T2b. Quanto aos
pacientes de alto risco, devem apresentar PSA > 20 ng/mL e/ou escore de Gleason > 8 e/ou
estagio tumoral T2¢/T3 (D' AMICO, 2011) (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo de risco, de acordo com D’ Amico, para Cancer de Prostata

Risco Baixo PSA <10 ng /mL e escore de Gleason < 6 ¢ estagio clinico T1c ou
T2a
Risco Intermediario PSA > 10, mas < 20 ng/mL ou escore de Gleason =7 ou estagio
clinico T2b
Risco Alto PSA > 20 ng/mL ou escore de Gleason > 8 ou estagio clinico
T2¢/T3

Fonte: Adaptado de D’Amico (2011).
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Recentes estudos tém avaliado o papel dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e
MTHFR C677T associados com um bom ou mau progndstico do tumor na prostata e
coloretal, buscando perspectivas futuras em aplicacdes clinicas no tratamento dessas doencas
(BAl et al., 2009; KUCUKHUSEYIN et al., 2011; KRUGER et al., 2015; YAN et al., 2016).

2.4 Polimorfismos e o Cancer de Prostata

Polimorfismos sdo variagGes nas sequéncias de nucleotideos, apresentam frequéncia
maior do que 1% em uma populacdo e podem ser SNPs, de insercdo ou delecdo, repeticdo em
tandem ou polimorfismos nulos (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013). Os SNPs podem
resultar em variagGes no sitio de restricdo das enzimas, influenciar nas taxas de transcricéo,
afetar a estabilidade de mRNA e alterar os niveis de proteina traduzida. S&o as formas mais
comuns, frequentemente bialélicos e favoraveis para a utilizacdo de tecnologias de
genotipagem por meio da técnica de Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de
Restricdo (RFLPs, do inglés Restriction Fragment Length Polymorphism), que analisam um
grande nimero de amostras em curto espago de tempo (BALASUBRAMANIAN et al., 2004).

Polimorfismos em genes com papel crucial na maquinaria celular tém sido estudados,
relacionando-os a suscetibilidade com o céncer de prostata em diferentes populacdes na
Europa, Africa, Asia e miscigenadas, no entanto, os resultados sdo controversos entre as
diferentes etnias (LOHMUELLER et al., 2003; CORDELL; CLAYTON, 2005; LEWIS; BAI
et al.,, 2009; COLLIN et al., 2009; LI; XU, 2012; KNIGHT, 2012; SAVAS et al., 2013;
YANG et al., 2013; DURSO et al., 2014).

2.5 Os Genes GSTM1 e GSTT1 e os Polimorfismos Nulos

Nos seres humanos, oito familias de genes codificam as glutationas s-transferase
(GSTs) solaveis (alfa, mu, teta, pi, zeta, sigma, kappa e 6mega) (STRANGE et al., 2001). A
classificacdo dessas familias € de acordo com substrato especifico, afinidade quimica,
estrutura, sequéncia de aminoacido e comportamento cinético da enzima (LANDI, 2000). O

gene GSTML1 esta entre as cinco classes de genes da familia mu, situados em tandem (5°-
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GSTM4-GSTM2-GSTM5-GSTM3-3”), agrupados em 20 kb, localizado no cromossomo 1
(1p13.3). O gene GSTTL1 faz parte da familia teta, mapeado no cromossomo 22 (22g11.2) e
separado por 50 kb (PARL, 2005). Numerosos polimorfismos existem nos genes GSTs
humanos, incluindo a completa auséncia de GSTM1 ou GSTT1, com frequéncias de 20% a
50% em algumas popula¢ées (NEBERT; VASILIOU, 2004).

As GSTs fazem parte de uma familia de enzimas multifuncionais envolvidas no
metabolismo de fase II, com papel fundamental na detoxificacdo celular de uma ampla
variedade de componentes exdgenos e enddgenos (FROVA, 2006). As GSTs catalisam a
conjugacdo do tripeptideo glutationa com uma ampla variedade de componentes eletrofilicos,
como os produtos de estresse oxidativo, poluentes ambientais e carcindgenos, deixando tais
componentes mais sollveis, prontos para serem excretados ou compartimentados por enzimas
metabdlicas de fase Il (PARL, 2005; FROVA, 2006). Elas também podem metabolizar
agentes quimioterapicos de cancer e subprodutos do estresse oxidativo (LANDI, 2000;
HAYES et al., 2004).

Os polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo acontecem quando séo deletados em
homozigotos, consequentemente ndo expressos em suas respectivas proteinas, e essa delecédo é
causada, provavelmente, por um evento de recombinacdo homologa, envolvendo repeticdes
de pares de bases (PARL, 2005). O gene GSTM1 estd em uma regido que contém muitas

sequéncias repetitivas e flanqueado por duas regides idénticas com 4,2 kb (Figura 3).

Figura 3 - Gene GSTML1 flanqueado por duas regides idénticas, as quais por recombinagéo
homologa resulta na delecdo de 16 kb contendo o gene inteiro.
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Fonte: Adaptado de Parl (2005).



23

O polimorfismo GSTM1 nulo acontece por recombinacdo homdéloga dessas sequéncias
repetitivas localizadas nas extremidades direita e esquerda, o que resulta em uma delecdo de
16 kb, contendo o gene GSTML1 inteiro (PARL, 2005). Uma analise da secdo de 119 kb
contendo 0s genes GSTT1 e GSTT2 revelaram homdlogos extensos com duas regides (HA3 e
HADS) de 18 kb com mais de 90% de homologias flanqueando GSTT1. As regides HA3 e HAS
contém duas repeticdes de 403 pb idénticas, que sdo identificadas como regides de delecdo do
polimorfismo GSTT1 nulo por meio de sua recombinacdo homologa (Figura 4) (PARL, 2005).

As células que apresentam o polimorfismo nulo desses genes sdo mais suscetiveis a
troca de cromatides irmds, levando a exposicdo a varios eletrofilos, decréscimo na
detoxificagdo de carcindgenos e agentes quimioterapicos ou ambientais (HAYES;
STRANGE, 2000; NEBERT; VASILIOU, 2004). As diferencas na capacidade de metabolizar
drogas podem ser atribuidas a variacao genética na populacdo, ou podem ser devido a outros
fatores, tais como inducédo de enzimas afetadas por dietas ou drogas (HAYVES; STRANGE,
2000).

Estudos recentes tém avaliado a suscetibilidade dos polimorfismos GSTML1 nulo e
GSTT1 nulo com vaérios tipos de cancer (mama, esdfago, oral, bexiga, rins e prostata),
apresentando controvérsias com relacdo a etnia e a correlagdo com os fatores de risco, tais
como fumo e alcool (HU et al., 2015; KRUGER et al., 2015; JUNE et al., 2015; SHARMA et
al., 2013).

Figura 4 - Gene GSTT1 flanqueado por duas regides HA3 e HA5 que contém 403 pb
idénticas, identificadas como regides de delecdo desse gene.
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A expressdo de GST em células cancerosas pode ser um fator importante no
aparecimento de um fendtipo mais agressivo e resistente (RAMSAY; DILDA, 2014). Com
relacdo ao cancer de prostata de alto risco, varios estudos expressam resultados conflitantes
quanto a sua suscetibilidade com esses polimorfismos em diferentes etnias (caucasianos,
africanos, asiaticos e afro-americanos), inclusive na associacdo dupla desses genotipos com
esse cancer em estagios clinicos de baixo, médio e alto risco (GONG et al., 2012; WEI et al.,
2012; YANG; DU; YAO, 2013; EMEVILLE et al., 2014).

Alguns trabalhos demonstram efeito de protecdo do gendtipo GSTM1 nulo com
cancer de mama em caucasianas, esofageal e aerodigestivo na India, tireoide papilifero em
Portugal e oral no Brasil (ROODI et al., 2004; LEMOS, 2008; HATAGIMA et al., 2008;
SHARMA et. al, 2013; BANSAL et al., 2015). Os genes GSTM1 e GSTM2 partilham
semelhancas consideraveis entre a identidade da sequéncia e padrdo de expressdo enzimatica,
0 que pode justificar o efeito de prote¢do do polimorfismo GSTM1 nulo com o cancer
(BHATTACHARIJEE et al., 2013a). A delecdo desse gene também pode ser vantajosa para
célula, uma vez que a expressao alterada da proteina GSTM1 pode prejudicar a terapia de
tumores e influenciar no mau prognéstico do cancer, portanto, qualquer influéncia enzimatica
ou condicOes estressantes podem influenciar o seu papel na regulagcdo da cinase ASK1
envolvida em mecanismos de apoptose celular (Figura 5) (DORION; LAMBERT; LANDRY,
2002; MCILWAIN; TOWNSEND; TEW, 2006).

Um estudo de caso-controle conduzido na Europa demonstrou que individuos
portadores do polimorfismo GSTML1 nulo apresentaram menos probabilidade de desenvolver o
cancer de proéstata, quando obtinham em sua dieta, alimentos rico em glucosinolatos (couve-
flor, espinafre, couve, rucula, repolho, agrido, mostarda), nos quais mantinham 0s
isotiocianetos, substancias responsaveis pela protecdo de células contra o estresse oxidativo,
por mais tempo no metabolismo (STEINBRECHER et al., 2010).
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Figura 5 — GSTML e tiorreodoxina (Trx) atuando como inibidores de ASK1.
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Estresses diversos, tais como o choque térmico (CT) ou fatores de necrose tumoral (TNFa), podem provocar
a libertacdo de ASK1 a partir do complexo GSTM1-ASK1 ou TRX-ASK1. A cinase ASK1 ¢ ativada por
meio da autofosforilacdo que por sua vez ativa as quinases (MKK4\MKK7, MKK3\MKKS®6, JNK e p38). O
destino da célula é dependente da exposicdo tempo e concentracdo do estresse. Fonte: Adaptado de
Mcllwain (2006).

2.6 O Gene MTHFR e 0 SNP C677T

O gene MTHFR esta localizado no cromossomo 1 (1p36.3). Vérios polimorfismos
foram descritos nesse gene, alguns dos quais prejudicam a eficiéncia de sua transcricdo ou a
funcdo de seu produto proteico. Desses polimorfismos, o mais estudado € MTHFR C677T,
caracterizado pela substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T) na posi¢do do
nucleotideo 677 e pela consequente substituicdo do aminoacido alanina por valina no cédon
222 (Ala222Val) (IZMIRLI, 2013). Em individuos com gendtipo homozigoto TT, a atividade
da enzima MTHFR é reduzida em 30%, enquanto que em individuos heterozigotos CT, em
65%, ambos comparados a atividade enziméatica normal do gendtipo selvagem CC (FROSST
etal., 1995).
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A redugéo na atividade da enzima MTHFR ocasionada pelo polimorfismo MTHFR
C677T diminui os niveis de folato no plasma, levando a hipometilacdo do DNA e
instabilidade genémica (XIE et al., 2015). A enzima MTHFR catalisa a reducdo do 5,10-
metilenotetrahidrofolato (CH2THF) em 5-metiltetrahidrofolato (CH3THF), o primeiro é
essencial para a sintese de pirimidinas e purinas, enquanto que o segundo é a forma
circulatoria de folato mais abundante, responsavel pela doacdo de grupos metil para a
remetilacdo da homocisteina em metionina (SCHWAHN; ROZEN, 2001). Portanto, um
bloqueio na produgdo da enzima MTHFR leva a um elevado nivel sérico de homocisteina a
uma reducdo nos niveis de metionina (GOYETTE et al., 1994). A deficiéncia nessa atividade
enzimatica pode ocasionar hiperhomocisteinemia e consequentemente homocistindria
(JAMIL, 2014).

A reducdo do substrato de MTHFR 5,10-metilenotetrahidrofolato causa a reducdo dos
niveis de biossintese de timidilato, levando a desequilibrios de grupos de desoxinucleotideos e
aumento da incorporacdo incorreta de uracila no DNA, que potencialmente causa danos
cromossémicos, rupturas de cadeia dupla de DNA e hipometilacdo de DNA (FROSST et al.,
1995). Neoplasias malignas derivadas de tecidos que proliferam rapidamente e tém maior
necessidade de sintese de DNA, devem ser mais suscetiveis a deficiéncia de folato e danos
resultantes de DNA (WU et al., 2010). Entretanto, a hipometilagdo do DNA pode resultar na
expressao de genes supressores de tumores e inibir o desenvolvimento de cancer de préstata
(LEE et al.,, 1997; NELSON et al., 2004). O que justifica o efeito de protecdo do
polimorfismo MTHFR C677T associado ao cancer de prostata (KUCUKHUSEYIN et al.,
2011; LI; XU, 2012).

O folato é um dos mais importantes substratos precursores do metabolismo celular,
agindo como transportador de fragmentos de carbono, responsavel pela sintese de purina-
pirimidina, DNA, RNA e pela metilacdo do DNA e de proteinas (IZMIRLI, 2013). Por meio
do isolamento do cDNA de MTHFR, foi possivel identificar sua fungdo cromossémica e a
relacdo com o metabolismo do folato (GOYETTE et al., 1994). Portanto, alteracGes
funcionais no gene MTHFR podem causar desordens, desempenhando importante papel na
tumorigénese. Um estudo demonstrou chances aumentadas para a ocorréncia do cancer de
prostata entre homens com baixo consumo de folato e portadores do polimorfismo MTHFR
C677T (KOBAYASHI, 2012).
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No Brasil, ainda ndo ha pesquisas que avaliam a suscetibilidade de MTHFR C677T
com o cancer de prostata, apenas para outros tipos de cancer (mama, tiredide e coloretal
(BATSCHAUER et al., 2011; BARBOSA et al., 2012; BARBOSA et al., 2015; LOPES et al.,
2016). Alguns estudos sugerem associacdo de MTHFR C677T com o cancer de prostata em
varios estagios tumorais, outros demonstram o efeito de protecdo do seu homozigoto mutante
677TT contra esse cancer, enquanto hd estudos que ndo relatam qualquer associacéo
(COLLIN et al., 2009; KUCUKHUSEYIN et al., 2011; FARD-ESFAHANI et al., 2012; LI;
XU, 2012; ZHANG et al., 2012; ABEDINZADEH et al., 2015; GUO et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar associa¢Ges entre os polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e MTHFR
C677T com a suscetibilidade e prognostico do cancer de prostata de alto risco em pacientes
no Estado do Piaui.

3.2 Objetivos Especificos

o Comparar os genotipos dos polimorfismos encontrados nas populac@es caso e controle
para analisar possiveis associacdes destes com a suscetibilidade ao cancer de prostata de alto
risco;

o Comparacao da frequéncia do genotipo desses polimorfismos no grupo de pacientes
com cancer de prostata de alto risco, levando em consideragéo, variaveis como idade, niveis
séricos de PSA, escore de Gleason e estagio tumoral TNM.

o Comparar as distribuicdes das frequéncias alélicas e genotipicas obtidas dos
polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e MTHFR C677T entre o grupo de individuos

saudaveis deste estudo com as observadas em outras populagdes;
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4 METODOLOGIA

4.1 Selecao dos sujeitos e aspectos éticos

Foram analisadas 156 pacientes diagnosticados com cancer de prostata de alto risco do
Departamento de Urologia do Hospital Sdo Marcos em Teresina, Piaui (grupo de casos),
pertencentes ao biorrepositorio que se encontra no laboratério de Biologia Molecular do
Campus Ministro Reis Velloso na Universidade Federal do Piaui, e 193 individuos do sexo
masculino sem histérico pessoal ou familiar de cancer, os quais constituem o grupo controle.
Atendendo a resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Salde, que trata das normas para
pesquisa envolvendo seres humanos, este projeto teve seu protocolo aprovado no dia 13 de
julho de 2010, pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui (CAAE n°
0140.0.045.000-10).

Amostras de sangue periférico dos pacientes com cancer de préstata de alto risco
foram coletados no ato da prostatectomia, uma vez que em tal procedimento ja se possui um
acesso venoso, e ndo exclusivamente para a pesquisa, o que anula qualquer incbmodo e risco
desnecessario. Alternativamente, amostras frescas congeladas de tecido prostatico foram
fornecidas pelo Departamento de Patologia do Hospital para anélise. Ap6s a coleta, as
amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo no Departamento de Patologia do Hospital,
logo depois foram encaminhadas em caixas térmicas para o Laboratério de Genética e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso, para
serem processadas.

Os pacientes ou seus responsaveis legais, foram informados da pesquisa e ao
concordarem em participar, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), autorizando a coleta da amostra durante ou ap6s o procedimento cirdrgico. Foram
incluidos neste estudo voluntarios com diagndstico histopatolégico de cancer de prostata de
alto risco, sem distingdo de cor e classe social e que constassem em seus registros medicos,
informac0es clinicas de PSA > 20 ng/mL e/ou escore de Gleason > 8 e/ou estagio tumoral
T2c¢/T3, com ou sem avanco nos linfonodos (NO-N2) e metastase (M0-M1), seguindo 0s
parametros de estratificacdo tumoral de alto risco D"Amico et al. (2011). Foram excluidos do
estudo individuos que, por qualquer razdo ou motivo, tinham a sua capacidade de
autodeterminagdo reduzida, sobretudo no que se refere ao TCLE, e individuos que ja
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possuiam um parente de 1° grau participando da pesquisa, estratégia que visa diminuir a
semelhanca amostral e, consequentemente, aumentar a significancia dos resultados.

Como o cancer de prostata de alto risco acomete principalmente individuos idosos
com médias de idade avangada, o grupo controle constitui-se de amostras de sangue periférico
de homens idosos com médias de idades semelhantes, residentes de Parnaiba-PI, provenientes
do banco de amostras controle. Sdo idosos sem histérico de cancer, de doenca prostatica
anterior ou de alteracdo em teste de PSA anterior, com resultado de PSA < 2,5 ng/mL, valor
usado como critério de inclusdo, abaixo do que é considerado o valor normal para assegurar
que o individuo do grupo controle tivesse menor chance de desenvolver cancer de prostata. Os
mesmos critérios de inclusdo foram adotados, e as amostras de sangue periférico foram
obtidas por meio de puncdo venosa a vacuo, em tubos contendo EDTA, levadas em caixas
térmicas para dosagem do PSA, em laboratérios na cidade de Parnaiba, conveniados com o

Sistema Unico de Saude.

4.2 Extracdo, Quantificacdo e Armazenamento do DNA

As amostras de sangue periférico foram submetidas a extragdo do DNA com o Kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Inc., USA), de acordo com as especificagoes
do fabricante. Resumidamente, os seguintes passos foram seguidos: 300 uL de sangue total
foram adicionados a 900 pL de solucdo de lise celular e a mistura incubada por 10 minutos
com movimentos de inversdo constantes; em seguida, apés a centrifugacdo da mistura,
descartou-se o0 sobrenadante, e as amostras foram levadas ao vortex para evitar a formagédo de
grumos nas etapas seguintes, que € a adigdo de uma mistura de 300 pL de solucdo de lise
nuclear ¢ 100 pL de solucdo de precipitacdo de proteinas; centrifugou-se novamente e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 300 pL de isopropanol, submetendo
novamente a centrifugacdo, seguida pelo descarte do sobrenadante e pela adi¢do de etanol
70%; uma nova centrifugacéo foi feita e o sobrenadante foi entdo descartado e a amostra de
DNA obtida, visivel como uma massa branca no fundo do tubo que foi incubada com 100 pL
de uma solucdo de reidratacdo em banho-maria por 1 hora a 65°C para que o DNA fosse
eluido, ou seja, para que ficasse disperso em solugdo de forma homogénea.

Para a extracdo do DNA a partir das amostras de tecido prostatico, fragmentos de

tecido (aproximadamente 20 mg) foram mecanicamente homogeneizados (homogeneizador
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manual, modelo D-130, Wiggenhause SDN BHD) em solugéo de lise nuclear (Wizard®
Genomic Kit, Promega Inc., USA) e depois incubados com 20 mg/mL de proteinase K a 65°C
por 12 horas ou até que o fragmento estivesse completamente digerido. Subsequentemente, a
proteinase K foi inativada a 95°C por 15 minutos e o produto total foi usado para a extracéo
do DNA de forma semelhante ao procedimento de extracdo de DNA a partir de sangue
periférico descrito anteriormente.

A integridade do DNA foi determinada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%,
corado com GelRed TM® (Biotium, Hayward, CA, USA), e em espectrofotdmetro (Biospec-
nano, Shimadzu, Japan), por meio do comprimento de onda de 260 e 280 nm. Uma vez
confirmada a pureza, concentragéo e qualidade das amostras, as mesmas foram armazenadas
em freezer (-20°C) no Laboratorio de Genética e Biologia Molecular, UFPI, Campus de

Parnaiba.

4.3 Amplificacdo e Analise das Regibes Polimorficas

A avaliacdo da regido polimorfica dos genes GSTM1 e GSTT1 (a presencga ou auséncia
do alelo) foi analisada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) multiplex utilizando-se
como controle positivo interno a amplificacdo do gene CYP1Al. As regiGes polimorficas
restantes foram analisadas pela técnica de PCR associada ao polimorfismo baseado no
comprimento do fragmento de restricdo (PCR-RFLP).

A reacdo de PCR foi realizada em um volume total de 25 pL para as regides
polimérficas de GSTM1 nulo e GSTT1 nulo, com as seguintes concentra¢des padrdo: 200 uM
de cada dNTPs (deoxinucleotideo trifosfato), 1,5 mM de MgCI2 (cloreto de magnésio), 0,4
UM de cada primer, 1,0 U de Tag DNA polimerase, 1 uL de DNA gendmico, 2,5 pL de
Tampdo 1x e agua estéril em quantidade suficiente para completar 25 pL. Para analisar o
polimorfismo MTHFR C677T, a reagdo de PCR foi realizada em um volume total de 15 pL
com as seguintes concentrages padrdo: 200 uM de dNTPs (deoxinucleotideo trifosfato), 1,3
mM de MgCI2 (cloreto de magnésio), 0,3 uM de cada primer, 1,0 U de Tag DNA polimerase,
0,6 uL de DNA gendmico, 2,5 uL de Tampdo 1x e adgua estéril em quantidade suficiente para
completar 15 pL. Vale ressaltar que, para todo conjunto de reacdes preparado, € usado um
controle negativo (branco), no qual todos os reagentes estdo presentes, com excecdo do DNA,
para o controle de possiveis contaminagfes com outro DNA que ndo seja o do individuo em
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questdo. Depois de misturados, os reagentes foram submetidos a diferentes padrbes de
ciclagem gerados em termociclador (AmpliTherm Thermal Cycler, Madison, W1, USA). A
Tabela 2 apresenta os padrGes de analise dos polimorfismos, como o primer utilizado e o
tamanho do produto de amplificacdo e a Tabela 3 resume o0s parametros adotados para a
amplificacdo da regido polimorfica estudada.

Tabela 2 — Padrdes de analise dos polimorfismos.

Produto
Polimorfismos Sequéncia de Primer (5 - 3Y) (pb) RFLP Alelos (pb)
GSTML1 nulo GAA CTC CCT GAAAAG CTAAAGC 255
GTT GGG CTC AAATAT ACG GTG G
GSTT1 nulo TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATCTC 418
TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA
MTHFR C677T CTG ACT GTCATCC CTATTG GCA 223 Hinfl C (223)
CCT CAC CTG GAT GGG AAA GAT T (124 € 99)
CYP1A1 CAACTT CAT CCACGTTCACC 312

GAA GAG CCA AGG ACAGGT AC

Tabela 3 — Parametros de ciclagem adotados para as reacdes de PCR

Polimorfismo Desnaturacao Desnaturacéo Anelamento Extensao Extensao final
Inicial

GSTM1 nulo 95°C /5 min 95°C /2 min 95°C /2 min 72°C/1min  72°/4 min

GSTT1 nulo 95°C /5 min 95°C /2 min 59°C /1 min 72°C/1min  72°/4 min

MTHFR C677T 94°C / 3 min 94°C / 45 seg 54°C / 1 min 72°C | 0:45 72°/7 min
min

Para averiguar a qualidade da amplificacdo, bem como excluir a possibilidade de
contaminacéo, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%,
corados com GelRed® e visualizados em transiluminador, sob luz ultravioleta, a partir do
qual se realiza a foto-documentacdo do gel para posterior analise visual. A andlise das
amostras quanto ao gendétipo dos polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo estd sendo
realizada apds corrida eletroforética em gel de agarose 2% e subsequente visualizagdo das
bandas coradas previamente com GelRed TM® em transiluminador UV. A presenca ou

auséncia (genotipo nulo) do gene GSTM1 e GSTT1 foi determinada pela presenca ou auséncia
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de uma banda de 255 pb e 418 pb para os genétipos dos polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1
nulo, respectivamente , acompanhado pela presenca de uma banda de 312 pb correspondente

ao produto da amplificacao do controle CYP1ALl (Figura 6).

Figura 6 - Padrdo de bandas na analise do polimorfismo GSTM1 nulo e GSTT1 nulo .

L 1 2 3 +

Anédlise dos polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo pela técnica de PCR com seus respectivos genétipos
2 e 3. Gene GSTML1 representado pela presenca da banda na altura de 255 pb e GSTT1 representado pela
presenca da banda na altura de 418 pb. O gene CYP1A1 é o controle positivo da amplificacdo representado
pela banda na altura de 312 pb.

As condicOes padronizadas para analise do polimorfismo MTHFR C677T pela técnica
de RFLP corresponde a 0,1 uL enzima (1U); 0,8uL tampao; 3 uL PCR; 11,1 uL H20; 37°C
por 16 horas. Apos a digestdo, os produtos da RFLP foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida (10%), em cuba vertical, com uma corrente de 120V por 2 horas, e
visualizados por meio da impregnacdo com nitrato de prata. O alelo T do polimorfismo citado
cria um sitio de restricdo que sera reconhecido pela enzima Hinfl. Os padrfes de bandas
esperados dos fragmentos para cada genotipo sdo C/C (223 pb/223 pb) nos individuos
homozigotos selvagens, C/T (223 pb/124 pb e 99 pb) nos heterozigotos para o polimorfismo e
T/T (124 pb e 99 pb/ 124 pb e 99 pb) nos homozigotos para o polimorfismo (Figura 7).
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Figura 7- Padrdo de bandas na anélise do polimorfismo MTHFR C677T.

L 1 2 3 4

223 pb

124 pb
99 pb

Anélise do polimorfismo MTHFR C677T pela técnica RFLP com seus respectivos genétipos 2 : C/C (223
pb/223 pb), 1 e 4: C/T (223/124 pb e 99 pb/ e 223/124 pb e 99 pb) e 3 : T/T( timina/timina 124 pb e 99 pb/
124 pb e 99 pb) e L: Ladder de 50 pb.

4.4 Analise estatistica

Ao final das anélises, as populagdes caso e controle foram testadas quanto ao seu
equilibrio pela lei de Hardy-Weinberg. Para a analise da distribuicdo dos genotipos dos
polimorfismos entre as duas populac@es foi utilizado o teste do Qui-Quadrado ou, quando
necessario, o teste Exato de Fisher, mesmo teste estatistico aplicado para comparar as
distribuicGes alélicas e genotipicas observadas entre a populagdo controle deste estudo com as
obtidas em outras populagdes.

Os polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo foram analisados separadamente e M1
nulo/_T1 nulo combinados. Foram estimados os efeitos de quatro modelos genéticos do
polimorfismo MTHFR C677T: modelos aditivos CC vs. CT e CC vs. TT, modelos dominante
CC vs. CT+TT, co- dominante CT vs. CC+TT e recessivo TT vs. CC+CT.

Para verificar a distribuicdo dos gendtipos dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1
nulo e _M1 nulo/_T1 nulo combinados, e modelos genéticos de MTHFR C677T entre as duas
populacbes e das variaveis clinicas na populacdo de pacientes, foi utilizado modelos de

regressao logistica ndo-condicional ndo ajustado e ajustado por idade, cada varidvel clinica foi
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categorizada de forma binaria de acordo com sua contribuicdo para a agressividade tumoral
(Tabela 4).

Para determinacdo da distribuicdo das idades e PSA entre os grupos caso e controle foi
realizado o teste de variancia ndo-paramétrico Kruskalwallis.

As analises foram realizadas com o auxilio do pacote estatistico IBM SPSS Statistics
versdo 20.0.0. Para todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05
como significativo) e intervalo de confianca de 95%. Para os modelos de regressdo logistica
foram aplicados os testes de Cook, Hosmer-Lemeshow, teste de Omnibus e matriz de

correlagdo a fim de avaliar a veracidade dos dados encontrados.

Tabela 4 — Categorizacdo binéria das variaveis clinicas.

Variaveis clinicas Categorizacdo binaria
PSA pré-operatorio > 20 ng/mL ou <20 ng/mL
Escore de Gleason > 8 (4+4) ou < 8 (4+4)

T1a/T2b (NO-N2/M0-M2) ou
TNM T2¢/T3 (NO-N2/M0-M1)
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5 RESULTADOS

Este estudo consiste na andlise da associagdo entre os polimorfismos GSTM1 nulo,
GSTT1 nulo e MTHFR C677T com a suscetibilidade e prognostico do cancer de préstata de
alto risco em pacientes no estado do Piaui. Para o gene MTHFR, 0s grupos caso e controle
foram testados e constatados o equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo com o teste do Qui-
guadrado apresentaram valores de p=0,282 para casos e p=0,904 para controles.

Foram analisadas 349 amostras, compreendendo 156 casos e 193 controles. Ndo houve
diferencas significativas na distribuicdo da idade entre os grupos (p=0,115). A média da idade
dos casos foi de 67,8+7,5, e os niveis de PSA (p<0,001), variando de 0,19 a 2.327 ng/mL
(Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo de idade e PSA entre os grupos caso e controle

Controle (n=193) Caso (n=184) p
Média de idade +DP 68,3 + 6,6 anos 67, 8 £7,5 anos
0,115
Variagéo de idade 54 - 97 anos 44-97* anos
PSA inicial (amplitude) 1,09 (0,06-2,5) ng/ml 62,92 (0,19 -2.327) ng/ml <0,001

DP=Desvio Padréo,'Dados disponiveis para 183 amostras; 2Dados disponiveis para 146 amostras.

A analise descritiva das amostras dos pacientes constata que 39,1% apresentam PSA
pré-operatério maior que 20 ng/mL. Em relagdo ao escore de Gleason, 59,6% apresentam
valores menores que 8 (4+4) e 40,3% maior ou igual a 8 (4+4). A maior parte dos pacientes
possui tumor em estagio avangado, 67,9%, que corresponde aos niveis T2c-T4, contanto, sem

comprometimento nodal e metastase (NO-MO0) (Tabela 6).

Tabela 6 — Caracteristicas clinicas dos pacientes

Variaveis Clinicas N (%)
PSA pré-operatorio
<10 36 (23,1)
10-19,99 28 (17,9
> 20 61 (39,1)

ND 31 (19,9)
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Escore de Gleason

<8 93 (59,6)
>8 59 (40,3)
ND 4 (2,6)
Estagio Tumoral
T1/T2b (NO/MO) 12 (7,6)
T1/T2b (N1/MO) 11(7,2)
T2c¢/T4 (NO/MO) 106 (67,9)
T2¢/T4 (N1/M1) 4 (2,5)
T2c/T4 (N1/MO) 8 (5,1)
T2c/T4 (NO/M1) 11(7,2)
ND 4(2,5)

ND=Nao disponivel

Para a analise da associacdo dos gendtipos com a suscetibilidade e prognostico do
cancer de prostata de alto risco, foram utilizados modelos de regressdo logistica néo-
condicional normal e ajustado por idade, devido a desigualdade entre 0s nimeros de caso e
controle e entre os gendtipos e as variaveis clinicas, além de eliminar fatores que possam
influenciar na andlise e interpretacdo dos dados deste estudo. Os modelos foram ajustado por
idade, sabendo que essa variavel estd entre os fatores que influenciam no prognoéstico do
cancer de prostata.

Na anélise da associagdo do polimorfismo GSTM1 nulo com a suscetibilidade ao
cancer de préstata de alto risco, foi demonstrado efeito de protecdo contra esse subtipo
tumoral (OR=0,5, IC 95%=0,3-0,8, p=0,005; O.R ajustado=0,9, IC 95%=0,9-1,0, p=0,019). O
polimorfismo GSTT1 nulo apresentou valor estatisticamente significativo com relagdo ao
cancer de prostata de alto risco (OR=2,0; IC 95%=1,2-3,3; p=0,003; OR ajustado=1,0; IC
95%=0,9-1,0; p=0,001). A analise da combinacdo dos polimorfismos _M1 nulo/_T1 nulo ndo
apresentou associacdo significativa com esse subtipo tumoral (OR=1,6, IC 95%=0,7-3,6,
p=0,263; OR ajustado=1,0, IC 95%=0,9-1,0, p=0,333) (Tabela 7).
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Tabela 7 —Associacdo dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo com a suscetibilidade ao

cancer de prostata.

Caso Controle OR OR
GSTM1/GSTT1 n(%) n(%) (1C 95%) p (1C 95%) p'

GSTM1 normal 138 (76,2) 120 (62,8) 1,00 1,00 1,00 1,00
GSTM1 nulo 43 (23,8) 71 (37,2) 0,5(0,3-0,8) 0,005* 0,9 (0,9-1,0) 0,019*

GSTT1 normal 120 (66,7) 154 (80,6) 1,00 1,00 1,00 1,00
GSTT1 nulo 60 (33,3) 37 (19,4) 2,0(1,2-3,3) 0,003* 1,0 (0,9-1,0) 0,001*

_MZlnormal/_Tinormal 72 (39,7) 99 (51,8) 1,00 1,00 1,00 1,00
_M1nulo/_T1nulo 10 (5,5) 16 (8,8) 1,6 (0,7-3,6) 0,263 1,0 (0,9-1,0) 0,333

tAjustado por idade.

N&o houve associacdo significativa entre os modelos genéticos aditivos CC vs. CT
(p=0,556; p*=0,574) e CC vs. TT de MTHFR C677T (p=0,851; p*=0,631) com o céncer de
préstata de alto risco. Os modelos genéticos dominante CC vs. CT+TT (p=0,605; p!=0,712),
co-dominante CT vs. CC+TT (p=0,404; p'=0,453) e recessivo TT vs. CC+CT (p=0,575;

p!=0,736) também ndo apresentaram associacdo a suscetibilidade ao cancer de prostata de alto

risco (Tabela 8).

Tabela 8 — Associacdo dos modelos aditivos, dominante, recessivo e co-dominante do

polimorfismo MTHFR C677T com o cancer de prostata.

MTHFRC677T
Caso Controle OR OR
Modelo aditivo n(%o) n(%o) (1C 95%0) p (1C 95%) p!
cC 100 (54,1) 110 (57) 1,00 1,00 1,00 1,00
CT 75 (40,5) 71 (36,8) 1,1(0,7-1,7) 0,556 0,9(0,9-1,0) 0,574
TT 9 (4,9 12 (6,2) 0,8(0,3-2,0) 0,851 1,0 (0,9-1,0) 0,631
Modelo
dominante Caso(%) Controle(%)
CcC 100 (54,1) 110 (57) 1,00 1,00 1,00 1,00
CT+TT 84 (45,6) 83 (43) 0,8(0,5-1,3) 0,605 0,9 (0,9-1,0) 0,712
Modelo co-
dominante Caso(%) Controle(%)
CT 75 (40,5) 71 (36,8) 1,00 1,00 1,00 1,00
CC+TT 109 (59,6) 122 (53,8) 0,8(0,5-1,2) 0,404 0,9(0,9-1,0) 0,453
Modelo Caso(%) Controle(%)
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recessivo
TT 9 (4,9 12 (6,2) 1,00 1,00 1,00 1,00
CC+CT 175 (95,1) 181 (93,7) 0,7 (0,3-1,8) 0,575 1,0 (0,9-1,0) 0,736

1 Ajustado por idade.

N&o houve associagdo dos polimorfismos GSTM1 nulo (p=0,395; p'=0,911), GSTT1
nulo (p=0,519; p!=0,661) e _M1 nulo/_T1 nulo (p= 0,303; p!=0,731) com o PSA. Nao houve
associacdo significativa entre os polimorfismos GSTM1 nulo (p=0,620; p'=0,532), GSTT1
nulo (p=0,239; p1=0,327) e _M1 nulo/_T1 nulo (p=0,419; p*=0,597) com o escore de Gleason.
Também ndo houve associagdo significativa entre os polimorfismos GSTM1 nulo (p=0,726;
p!=0,790), GSTT1 nulo (p=0,402; p'=0,271) e _M1 nulo/_T1 nulo (p=0,266; p'=0,211) com o
estagio tumoral TNM (Tabela 9).

Tabela 9 — Associagdo entre as varidveis clinicas e os polimorfismos GSTM1 nulo,
GSTT1 nulo e M1 nulo/_T1 nulo.

PSA<20 PSA>20 OR(IC
GSTM1/GSTT1 n (%) n (%) OR (IC 95%) p 95%) p'
GSTM1normal 50 (80,6) 43 (74,1) 1,00 1,00 1,00 1,00
GSTM1nulo 12 (19,3) 15(25,9) 0,6 (0,2-1,6) 0,395  0,9(0,9-1,0) 0,911
GSTT1normal 43 (69,3) 37 (63,7) 1,00 1,00 1,00 1,00
GSTT1nulo 19 (30,6) 21 (36,3) 0,7 (0,3-1,6) 0,519 0,9 (0,9-1,0) 0,661
_Minormal/_Tlnormal 33 (94,2) 26 (86,6) 1,00 1,00 1,00 1,00
_M1nulo/_T1nulo 2(5,7) 4 (13,3) 0,3(0,1-2,3) 0,303  0,9(0,9-1,0) 0,731
Gleason Gleason

<8 >8

GSTM1/GSTT1 n (%) n (%)
GSTM1normal 69 (75) 44 (78,6) 1,00 1,00 1,00 1,00
GSTM1nulo 23 (25) 12 (21,4) 1,2 (0,5-2,7) 0,620  0,9(0,9-1,0) 0,532
GSTT1normal 63 (68,4) 33 (58,9) 1,00. 1,00 1,00. 1,00
GSTT1nulo 29 (31,5) 23 (41,1) 0,6 (0,3-1,3) 0,239 09(09-1,0) 0,327
_M1normal/_Tinormal 43 (84,3) 27 (93,1) 1,00 1,00 1,00 1,00
M1nulo/ T1nulo 8 (15,6) 2 (6,8) 0,5(0,1-2,1) 0,419  0,9(0,9-1,0) 0,597

B B TNM TNM

localizado (avancado)

GSTMU/GSTTL n (%) n(%)

GSTM1normal 69 (76,6) 43 (74,1) 1,00 1,00 1,00 1,00.

GSTMinulo 21 (23,3) 15 (25,9) 08(04-18 0726 09(09-10) 0,790
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GSTT1normal 56 (62,2) 40 (68,9) 1,00 1,00 1,00 1,00
_Minormal/_Tilnormal ~ 43(55,1) 27 (51,4) 1,00 1,00 1,00 1,00
_Minulo/_T1nulo 8 (44,9) 2 (48,6) 2,5(0,4-12,7) 0,266  1,0(0,9-1,0) 0,211

tAjustado por idade

N&o houve associagdo significativa do modelo genético aditivo (CC vs. CT) de
MTHFR C677T com o PSA (p=0,406; p'=0,372), escore de Gleason (p=0,321; p'=0,370) e
estagio tumoral TNM (p= 0,740; p'=0,432). Também ndo houve associacao significativa do
modelo aditivo (CC vs. TT) com o PSA (p=0,840; p'=0,878), escore de Gleason (p=0,292;
p=284) e estagio tumoral TNM (p=0,636; p'=0,381) (Tabela 10).

Tabela 10 — Associacgdo entre as variaveis clinicas e os modelos aditivos do polimorfismo

MTHFR C677T.
MTHFR
Ce77T
Modelos PSA <20 PSA>20
aditivos n(%) n(%) OR (IC 95%) p OR(IC 95%) pt
cC 31 (47,6) 21 (45,6) 1,00 1,00 1,00 1,00
CT 31 (47,6) 21 45,6) 05(0,1-25) 0406 10(09-10 0,372
T 3 (4,6) 4 (8,6) 0,8(0,1-41) 0,840 1,0(09-1,0) 0,878
Gleason < 8 Gleason > 8
n(%) n(%)
cC 49 (53,2) 32 (54,2) 1,00 1,00 1,00 1,00
CT 36 (39,1) 25 (42,8) 2,2(04-11,7) 0321 1,0(0,9-1,0) 0,370
TT 7(7,6) 2 (34) 05(0,4-12,6) 0,292 1,0(0,9-1,0) 0,284
TNM TNM
localizado avancado
n(%) n(%)
cc 50 (54,0) 32 (53,6) 1,00 1,00 1,00 1,00
CT 35 (40,5) 25 (42,8) 1,2(0,2-54) 0,740 1,0(0,9-1,0) 0, 432
TT 6 (5,4) 3(3,6) 0,6 (0,3-6,2) 0,636 1,0(0,9-1,0) 0,381

tAjustado por idade.
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N&o houve associacdo significativa do modelo dominante de MTHFR C677T com o
PSA (p=0,234; p!=0,270), escore de Gleason (p=0,907; p!=0,857) e estagio tumoral TNM
(p=0,687; p'=0,749) (Tabela 11).

Tabela 11 — Associacdo entre as variaveis clinicas e 0 modelo dominante do polimorfismo

MTHFR C677T.
MTHFR
Ce77T
Modelo PSA <20 PSA>20 OR p OR p?
dominante n(%b) n(%o) (1C 95%) (1C 95%)
CC 31 (53,1) 21 (42,3) 1,00 1,00 1,00 1,00
CT+TT 30 (46,8) 34 (57,6) 0,6 (0,3— 0,234 0,9 (0,9-1,0) 0,270
1,3)
Gleason <8 Gleason>8
n(%o) n(%o)
CcC 49 (45,3) 32 (45,7) 1,00 1,00 1,00 1,00
CT+TT 43 (54,7) 27 (54,2) 0,9 (0,4-1,8) 0,907 1,0 (0,9-1,0) 0,857
TNM TNM
localizado avancado
n(%b) n(%o)
cC 50 (55,0) 32 (53,4) 1,00 1,00 1,00 1,00
CT+TT 41 (45,0) 28 (46,6) 0,7 (0,1-3,1) 0,687 0,9 (0,9-1,0) 0,749

L Ajustado por idade.

N&o houve associacgéo significativa do modelo co-dominante de MTHFR C677T com o
PSA (p=0,130; p!=0,178), escore de Gleason (p=0,732; p!=0,574) e estagio tumoral TNM
(p=0,734; p*=0,727) (Tabela 12).

Tabela 12 — Associacdo entre as variaveis clinicas e 0 modelo co-dominante do
polimorfismo MTHFR C677T.

MTHFR
Ce677T
Modelo co- PSA <20 PSA>20 OR OR p’
dominante n(%o) n(%b) (1C 95%) (1C 95%)
CT 31 (47,6) 21 (45,6) 1,00 1,00 1,00 1,00
CC+TT 34 (52,3) 25 (54,3) 0,5(0,2-1,1) 0,130 0,9 (0,9-1,0) 0,178

Gleason <8 Gleason > 8

n(%o)

n(%o6)
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CT 36 (38,8) 25 (42,3) 1,00 1,00 1,00 1,00
CC+TT 55 (61,1) 34 (57,6) 1,1(0,5-2,1) 0,732 1,0 (0,9-1,0) 0,574
TNM TNM
avancado localizado
n(%o) n(%o)
CT 35 (38,8) 25 (41,6) 1,00 1,00 1,00 1,00
CC+TT 55 (61,1) 35 (59,4) 1,1 (0,5-2,2) 0,734 1,0 (0,9-1,0) 0,727

L Ajustado por idade.

Também ndo houve associacdo significativa do modelo recessivo de MTHFR C677T
com o PSA (p=0,619; p'=0,757), escore de Gleason (p=0,298; p!=0,390) e estagio tumoral
TNM (p=0,687; p'=0,749) (Tabela 13).

Tabela 13 — Associagéo entre as variaveis clinicas e o0 modelo recessivo do
polimorfismo MTHFR C677T.

MTHFR

ce77T

Modelo PSA <20 PSA>20 OR p OR p’
recessivo n(%o) n(%o) (1C 95%) (1C 95%)

TT 3 (4,6) 4 (8,6) 1,00 1,00 1,00 1,00
CT+CC 61 (95,4) 55 (91,4) 1,4(0,3-6,9) 0,619 1,0(0,9-1,0) 0,757
Modelo Gleason < 8 Gleason > 8

Recessivo n(%o) n(%o)

TT 7(7,6) 2 (34) 1,00 1,00 1,00 1,00
CC+CT 85 (92,3) 57(96,6) 0,4(0,1-2,1) 0,298 0,9 (0,9-1,0) 0,390
Modelo TNM TNM

recessivo localizado avancado
n(%o) n(%o)

TT 6 (6,5) 3(5,0) 1,00 1,00 1,00 1,00

CC+CT 85 (93,4) 57 (95,0) 0,7(0,2-3,1) 0,687 0,9 (0,9-1,0) 0,749

L Ajustado por idade.

A anélise das distribuicdes das frequéncias genotipicas dos polimorfismos GSTM1
nulo, GSTT1 nulo e na combinagdo _M1 nulo/_T1 nulo do grupo controle comparadas com
outras populacdes apontam ndo haver diferencas entre as frequéncias encontradas neste estudo

com as de outras populagdes (p>0,05) (Tabela 14).



Tabela 14 - Distribuicéo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos GSTM1 nu

e GSTTL1 nulo sozinhos e combinados comparadas com outras populagdes.
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lo

Frequéncias genotipicas

GSTM1 GSTT1 _M1inulo/
Pesquisa Populacéo Etnia n nulo nulo p _Tinulo p
Presente estudo Piaui Miscigenados 191 37,2 19,4 Ref. 8,8 Ref.
Gattés et al. (2004) Bahia Miscigenados 137 35,7 23,8 0,565 9,1 0,63
Gattés et al. (2004) Sdo Paulo  Caucasianos 233 55,4 22,3 0,570 9,9 0,627
Salem et al. (2011) Bahraniar ~ Caucasianos 167 49,7 28,7 0,718 14,4 0,618
Salem et al. (2011) Libano Caucasianos 141 52,5 37,6 0,385 16,3 0,615
Salem et al. (2011) Tunisia Caucasianos 186 63,4 37,1 0,731 21 0,61
Sivonova et al. (2009) Eslovaquia Caucasianos 228 57 19,7 0,331 NA NA
Mansour et al. (2015) Turabah Caucasianos 164 56,1 20,7 0,440 11 0,624
Safarinejad et al. (2011) Tehran Asiaticos 336 28 20,8 0,425 12,5 0,622
Mallick et al. (2006) Caribe Africanos 134 26,8 36,5 0,016 NA NA
Emeville et al. (2015) Caribe Africanos 622 31,7 30,9 0,098 7,2 0,638

NA — Néao avaliado

A analise das distribui¢Ges das frequéncias alélicas do polimorfismo MTHFR C677T,

no presente estudo, revela divergéncias entre as frequéncias alélicas observadas em

miscigenados no México (p=0,001), afro-americanos em Atlanta (p=0,027) e asiaticos
China (p=0,003) (Tabela 15).

Tabela 15 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo MTHFR
C677T comparadas com outras populagdes.

na

Freq. Alélicas

Pesquisa Populacdo Etnia n C T P

Presente estudo Piaui Miscigenados 193 75,4 24,6 Ref.
Vieira et al. (2015) Amazdnia Miscigenados 124 68 32 0,347
Ferreira et al. (2012) Piaui Miscigenados 200 75,7 24,3 0,871
Zanrosso et al. (2005) Brasil Miscigenados 249 71 29 0,633
wilcken et al. (2003) México Miscigenados 500 43 57 0,001*
wilcken et al. (2003) Atlanta afro-americanos 298 87,4 12,6 0,027*
Lopez-Cortez et al. (2013) Equador Caucasianos 110 73 27 0,872
Kobayashi et al. (2012) Canada Caucasianos 334 68,8 31,9 0,348
Wau et al. (2016) China Asiaticos 2026 54,8 452 0,003*

Wau et al. (2010) Taiwan Asiaticos 436 70,9 29 0,633
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6 DISCUSSAO

O céancer de prostata representa o segundo mais comum no mundo, é a quinta causa de
morte entre os homens, representando 6,6% da mortalidade total por cancer masculino (JUNE
et al., 2015). Foram estimados cerca de um milhdo de casos diagnosticados com esse cancer,
dos quais 70% ocorrem em regides mais desenvolvidas (Australia, Nova Zelandia e America
do Norte). Entretanto, a mortalidade é mais acentuada em regides subdesenvolvidas, como
Caribe (29/100 mil homens por ano), Africa (24/100 mil homens por ano), enquanto na Asia é
menos recorrente (2,9/100 mil homens por ano) (CENTER et al., 2012; FERLAY et al., 2015;
BANERJEE; KAVIANI, 2016). Esse cancer tem uma complexa etiologia e heterogeneidade
clinica. A idade, historico familiar, dieta, consumo de bebidas alcoolicas e tabagismo séo
fatores de suscetibilidade que podem auxiliar no entendimento das formas de prevencdo e
deteccdo do cancer de prostata, entretanto, os resultados de pesquisas sdo conflitantes entre as
diferentes etnias, devido aos diferentes estilos de vida entre as popula¢gbes (KIMURA, 2012;
BAENA; SALINAS , 2014; MANDAIR et al., 2014). Compreender a disposicdo dos
polimorfismos em individuos com cancer de prostata de alto risco podera ser uma ferramenta
de auxilio ao tratamento e melhoria da qualidade de vida de pacientes (PERDANA et al.,
2016; ATTARD et al., 2016).

Esta pesquisa engloba uma analise de 349 amostras, compreendendo 156 pacientes
com céncer de prostata de alto risco e 193 individuos saudaveis. A media de idade desses
pacientes foi avancada (67,8 + 7,5 anos), semelhante a determinada em outras pesquisas que
envolvem pacientes com esse mesmo quadro clinico (THOMPSON, M. D. et al., 2004; JUNE
et al., 2015; LOPEZ-CORTES et al., 2013). Portanto, é evidente a relacdo entre a idade
avancada e o cancer de prostata de alto risco (SUPIT et al., 2013). O grupo controle foi
constituido de idosos com idades proximas a média dos pacientes (68,3 + 6,6), como um dos
critérios de inclusdo para esta pesquisa.

Este estudo demonstrou niveis séricos de PSA com grande variacdo (0,19-2.327
ng/mL) entre os pacientes, apresentando uma média de 62,9 ng/mL. Fatores como a etnia,
idade e doengas que afetam a arquitetura e/ou o volume da préstata sdo conhecidas por
influenciar os niveis séricos de PSA (SAVBLOM et al.,, 2009), o que demonstra a
instabilidade e pouca confiabilidade da sua utilizacdo como marcador tumoral (LILJA, 2003;
GLINA, S.; VIEIRA, 2010; SONAWANE et al., 2016). Entretanto, o PSA ainda € o
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biomarcador mais utilizado, devido a sua facilidade e baixo custo para o0 auxilio na detec¢do
do cancer de prostata, apesar da sua baixa especificidade, como os resultados falso-positivos
em pacientes com hiperplasia prostatica benigna (FILELLA; FOJ, 2016; SONAWANE et al.,
2016). Neste trabalho, houve diferenca significativa dos niveis séricos de PSA entre 0s grupos
caso e controle (p<0,001), fato ja esperado, pois um dos critérios de inclusdo de individuos do

grupo controle foi a condigéo de possuir PSA< 2,5 ng/mL.

O presente trabalho analisa a associagdo dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo
e MTHFR C677T com a suscetibilidade e progndéstico do cancer de prostata de alto risco em
pacientes no estado do Piaui. Estudos de associa¢do genética vém buscando respostas para o
melhor entendimento da etiologia de diferentes tipos de cancer em diferentes populacdes, com
o0 intuito de identificar relagbes entre polimorfismos genéticos com o grau de agressividade
para futuras aplicacdes no tratamento (COLLIN et al., 2009; KUCUKHUSEYIN et al., 2011;
FARD-ESFAHANI et al., 2012; YANG et al, 2013; EMEVILLE et al., 2014;
ALBENDIZADEH et al., 2015; HU et al., 2015; KRUGER et al., 2015; GUO et al., 2015).

Os genes GSTM1 e GSTT1 fazem parte da familia de enzimas que metabolizam
agentes quimioterdpicos do cancer e subprodutos do estresse oxidativo, fun¢Bes essas que
podem ser comprometidas quando esses genes sdo deletados, tornando-os candidatos a
suscetibilidade a diversas doencas como o cancer de préstata (HAYES; STRANGE, 2000). O
polimorfismo MTHFR C677T afeta a atividade da enzima envolvida no metabolismo do
folato, percursor do metabolismo celular, inclusive na metilagdo do DNA. A deficiéncia do
folato tem relacdo com a ocorréncia de varios canceres, dentre eles, o cancer de prostata
(IZMIRLI, 2013).

O presente estudo demonstrou efeito de protecdo do polimorfismo GSTM1 nulo contra
o cancer de prostata de alto risco (OR=0,5, IC 95%=0,3-0,8, p=0,005; O.R ajustado=0,9, IC
95%=0,9-1,0, p=0,019). Este resultado poderia ser explicado por uma mudanc¢a nos padroes
de expressao individuais da enzima GST envolvidos na biotransformacdo e na conversédo de
pro-carcindégenos em metabolitos genotoxicos (VAN BLADEREN, 2000). A delecdo de
GSTM1 pode ser vantajosa para a célula, uma vez que a expressdo alterada da proteina
GSTML1 pode prejudicar a terapia de tumores e influenciar no pior progndstico do cancer
(Figura 5) (DORION; LAMBERT; LANDRY, 2002; MCILWAIN; TOWNSEND; TEW,

2006). A reduzida atividade de conjugacdo de GSTM1 com outros genes ou com o substrato
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GSH pode evitar a deplecdo da atividade de GSH (Glutationa, L-y-glutamil-L-cistenilglicina),
evitando danos oxidativos ao DNA e lesdes mutagénicas associadas (PARL, 2005).

As GSTs tém sobreposicdo de especificidades de substrato, ou seja, a deficiéncia de
uma isoenzima de GST individual pode ser compensada por outras isoformas (PARL, 2005).
Dessa forma, esse efeito de protecdo do polimorfismo GSTM1 nulo também pode ser
ocasionado por um efeito compensatério do gene GSTM2 sobre a delecdo de GSTM1, pois
partilham 75%-99% de semelhanca entre a identidade da sequéncia e padrdo de expressao
enzimatica (BHATTACHARJEE et al., 2013b).

Até o presente, este € o primeiro relato que demonstra efeito de protecdo de GSTM1
nulo contra o cancer de prostata em populagfes miscigenadas. Um estudo de caso-controle
conduzido em caucasianos na Europa demonstrou efeito de protecdo de GSTM1 nulo, no
entanto, em interacdo com GSTT1 nulo, contra a suscetibilidade ao cancer de prostata em
individuos que ingeriam glucosinolatos presentes em vegetais diversos (OR=0,72; IC
95%=0,53-0,96; p=0,007) (STEINBRECHER et al., 2010). Houve resultados semelhantes aos
resultados desta pesquisa, para outros tipos de cancer, como o de mama em mulheres
caucasianas, esofageal e aerodigestivo em grupos de subpopulacio na india, tireoide
papilifero em Portugal e oral no Brasil (ROODI et al., 2004; HATAGIMA et al., 2008;
LEMOS et al., 2008; SHARMA et al., 2013; BANSAL et al., 2015)

Com relacdo a suscetibilidade de GSTM1 nulo com o céncer de prdstata, estudos
recentes expressam sua associacdo significativa com o cancer de prostata em asiaticos,
europeus, americanos, caucasianos e grupos miscigenados no caribe (p<0,05), em contraste,
essas pesquisas ndo mostram essa suscetibilidade em africanos (p>0,05) (WEI et al., 2012;
EMEVILLE et al., 2014; WANG et al., 2015; MALIK et al., 2016)

Os resultados desta pesquisa demonstram associacao significativa do polimorfismo
GSTT1 nulo com o cancer de prostata (OR=2,0; IC 95%=1,2-3,3; p=0,003; OR ajustado=1,0;
IC 95%=0,9-1,0; p=0,001). Corroborando com esses resultados, estudos com individuos
portadores do polimorfismo GSTT1 nulo determinam chances duas vezes maiores de
desenvolver o cancer de préstata na Tunisia (p=0,018), india (p<0,0001) e associacdo a
suscetibilidade em caucasianos (p<0,05) e leste asiaticos (p=0,007) (SOUIDEN et al., 2010;
YANG; DU; YAO, 2013; JUNE et al., 2015) . Em contraste, meta-analises ndo relatam

associacao significativa desse polimorfismo com o cancer de préstata em grupos étnicos na
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Asia, Europa e Africa (p>0,05) (WANG et al., 2013; YANG; DU; YAO, 2013; MALIK et al.,
2015).

O presente estudo demonstrou que os polimorfismos _M1 nulo e _T1 nulo combinados
ndo apresentaram valores significativos com relagdo a associagdo a suscetibilidade ao cancer
de préstata de alto risco (p=0,263; p'=0,333). Corroborando com outras pesquisas que ndo
expressam associacdo significativa entre a combinacéo desses polimorfismos com o cancer de
prostata em varios estagios tumorais, tanto no Brasil (ALMEIDA DE SA et al., 2014), como
em populagBes caucasianas, asiaticas, africanas e afro-americanas (TEIXEIRA, 2009;
ASHTIANI; HASHEMINASAB; AYATI, 2011; GONG et al., 2012; CAI et al., 2014).
Porém, meta-analises constatam associacdo dupla dos polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1
nulo tanto para o cancer de prostata (p<0,001), figado (p<0,001) e mama (p=0,045) em
individuos de diferentes etnias: caucasianos, africanos, asiaticos e afro-americanos (p<0,001)
(WANG et al., 2010; GONG et al., 2012);.

O alelo MTHFR 677T tem recebido maior atencdo pelo seu envolvimento com
doencas frequentes em idosos, entre elas, o cancer de préstata (SRIVASTAVA; THUKRAL,;
HASIJA, 2015). Entretanto, os efeitos desse polimorfismo na suscetibilidade ao cancer nao
sdo uniformes, devido as disparidades na relacédo entre os efeitos do folato em diferentes tipos
de cancer, considerando as diferentes sensibilidades e etiologia distinta (KUCUKHUSEYIN
etal., 2011; ZHANG et al., 2012).

O presente estudo néo revela associacao significa entre os modelos aditivos ( CC vs.
CT e CCvs. TT), dominante (CC vs. CT+TT), co-dominante (CT vs. CC+TT) e recessivo (TT
vs. CC+CT) de MTHFR C677T a suscetibilidade ao cancer de prostata de alto risco (p>0,05).
Pesquisas em populacdes de caucasianos, asiaticos, africanos e miscigenadas corroboram com
esses resultados (COLLIN et al.,, 2009; FARD-ESFAHANI et al., 2012; LI; XU, 2012;
ZHANG et al., 2012; GUO et al., 2015). Todavia, meta-analises e estudos de caso-controle
expressam associacdo significativa entre esses modelos genéticos (p<0,001) com a
suscetibilidade ao cancer de prostata em varios estagios tumorais em populacdes na Asia e
caucasianos no Equador (ZHANG et al., 2012; LOPEZ-CORTES et al., 2013).

Algumas pesquisas tém associado 0 modelo genético recessivo (TT vs. CC+CT) com o
efeito de protecdo contra a suscetibilidade ao cancer de préstata em populacdo de Taiwan
(p=0,001) (WU et al., 2010), caucasianos (p=0,016) (BAI et al., 2009) e em populacdo de
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turcos portadoras do gendtipo MTHFR C677T (p=0,025) e 677TT (p=0,023)
(KUCUKHUSEYIN et al., 2011).

Este trabalho analisou a associacdo dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo,
_M1 nulo/_T1 nulo combinados e modelos genéticos aditivos, dominantes, co-dominantes e
recessivos de MTHFR C677T com o prognéstico do cancer de préstata de alto risco,
utilizando variaveis clinicas categorizadas de forma binaria: PSA (<20 ng/mL ou >20 ng/mL),

escore de Gleason (<8 ou >8) e estagio TNM (localizado ou avancado).

As analises desta pesquisa ndo apontaram associacdo significativa entre 0s
polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e _M1 nulo/_T1 nulo combinados e as variaveis
clinicas preditoras do prognéstico do cancer de prostata de alto risco (PSA, escore de Gleason
e TNM) (p>0,05). Pesquisas corroboram com esses resultados em populagdes na Inglaterra e
no Brasil (TRAKA et al., 2008; M. M. LIMA-JR, et al., 2008; RODRIGUES et al., 2011).

Em contraste, estudos exibem associacbes desses polimorfismos, sozinhos e
combinados, com tumor de alta agressividade em pacientes iranianos (p<0,05) (SHAFIEI,
SAFARINEJAD, 2011), e associa¢cdo de GSTM1 nulo com o aumento do nivel sérico de PSA
em pacientes caucasianos (p<0,05) (AGALLIU et al., 2006). Estudo com afro-americanos
portadores de GSTML1 nulo e caucasianos portadores de GSTT1 nulo apresentaram associacao
significativa com o cancer de prostata de alto risco em pacientes que sofreram prostatectomia
radical e recidiva bioquimica, ou seja, elevacdo posterior do nivel sérico de PSA (NOCK et
al., 2009).

Nesta pesquisa também ndo houve associa¢do significativa entre os modelos genéticos
do polimorfismo MTHFR C677T com o prognéstico do cancer de prdstata de alto risco
(p>0,05). Estudos com pacientes dessa neoplasia que apresentavam niveis sericos de PSA>20
no Iran, escore de Gleason>7 nos Estados Unidos e Canada e estagio T3-T4 na Turquia,
corroboram com esses resultados (SAFARINEJAD et al., 2010; KUCUKHSEYIN et al 2011;
ABEDINZADEH et al., 2015). Em contraste, uma pesquisa demonstrou associagdo do
modelo genético dominante (CC vs. CT+TT) desse polimorfismo com o escore de Gleason >8
(p=0,007) em pacientes com cancer de prostata de alto risco no Equador (LOPEZ-CORTES et
al., 2013a).
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De acordo com os dados levantados nesta pesquisa, ndo ha estudos de associag¢do do
polimorfismo MTHFR C677T com a suscetibilidade e prognéstico do cancer de prostata de
alto risco em pacientes no Brasil. Porém, ha pesquisas sobre esse polimorfismo com a
suscetibilidade ao cancer de mama e efeito de protecdo contra o cancer oral no Brasil
(P<0,05) (BATSCHAUER et al., 2011; BARBOSA et al., 2012;; CARVALHO BARBOSA et
al., 2012; BARBOSA et al., 2015).

As frequéncias dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e _M1 nulo/_T1 nulo
combinados, ndo expressaram divergéncias entre as observadas em caucasianos e
miscigenados em regides da Bahia e S3o Paulo no Brasil (p>0,05) (GATTAS et al., 2004),
assim como em caucasianos em regides do Oriente (SALEM et al., 2011), Europa
(SIVONOVA et al., 2009; MANSOUR et al., 2015), asiaticos no Tehran (SAFARINEJAD et
al., 2011) e descendentes africanos no Caribe (p>0,05) (MALICK et al., 2006; EMEVILLE et
al., 2015) (Tabela 6).

As frequéncias alélicas do polimorfismo MTHFR C677T neste trabalho néo
apresentaram divergéncias quando comparadas com as frequéncias observadas em grupos
miscigenados no Brasil (FERREIRA-FERNANDES et al., 2012; VIEIRA et al., 2015;
ZANROSSO et al., 2005), caucasianos no Equador (LOPEZ-CORTES et al., 2013) e asiéticos
em Taiwan (p>0,05) (WU et al., 2010). No entanto, houve diferencas significativas entre as
observadas em populacbes miscigenadas no México (p=0,001), afro-americanos em Atlanta
(p=0,027) e asiaticos na China (p=0,003) (Tabela 7) (WILCKEN et al., 2003; WU et al.,
2016).

Muitos estudos investigam a associacdo dos polimorfismos com a suscetibilidade ao
cancer de prostata em populagdes ndo miscigenadas, buscando compreender 0s mecanismos
desse cancer para futuras aplicacdes clinicas (BAI et al., 2009; LI et al., 2012; HU et al.,
2013; CAl et al., 2014). No entanto, pouco se conhece sobre essas associa¢Ges em populacoes
como a do Piaui, composto por uma populagdo miscigenada, predominantemente de
descendéncia europeia (60%), seguida de africanos (21,5%) e nativos americanos (18,5%)
(LOPES et al., 2014). Dessa forma, é importante compreender a configuragdo dessa
populacdo, levando em consideracdo as frequéncias desses polimorfismos comparadas a
outras populagdes no Brasil e no mundo, e suas possiveis associagcdes a suscetibilidade e

prognostico do cancer de prostata.
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Este estudo apresentou limitacdes, que devem ser consideradas na interpretagdo dos
resultados, quanto a sua populacdo, amostra e procedimentos de analise dos polimorfismos
geneticos. A populacdo definida para este estudo apresentou uniformidade quanto a
disposicdo de informacdes relevantes para as analises de associacdo dos polimorfismos com o
progndstico do cancer de prostata de alto risco, no entanto, afim de elucidar o papel dessas
variagfes em outros estagios tumorais, s80 necessarias pesquisas posteriores que investiguem
essa associacdo com todos os graus de agressividade, de acordo com a estratificacdo tumoral
de D” Amico et al. (2011). O tamanho amostral deste estudo permite considerar os resultados
encontrados apenas para a populacdo em questdo, entretanto, pesquisas semelhantes, que
incluem pacientes com cancer de prdéstata de alto risco, como as de Safarinejad et al. (2011),
Lépez Cortés et al. (2013) e Mandal et al. (2012), com 103, 104 e 98 amostras de pacientes
com cancer de prostata de alto risco, respectivamente, apresentam um numero amostral
menor.

Ainda como limitacdo desta pesquisa, ndo fora realizada subestratificacdo étnica dos
grupos caso e controle, no entanto, presume-se que a estratificacdo étnica realizada por Lopes
et al. (2013) no Piaui, que revelam a descendéncia europeia (60%) predominante, seguida de
africanos (21,5%) e nativos americanos (18,5%), seja referéncia para a populacdo em estudo,
pois trata-se da mesma populagdo. Dessa forma, como essa populacdo néo apresenta, em sua
maioria, composta por descendentes africanos, grupo étnico descrito em muitos estudos com
maior suscetibilidade ao desenvolvimento do céncer de prostata, as chances da etnia
influenciar nos resultados desta pesquisa sdo diminuidas (JEMAL et al., 2009; WADHERA,
2013; CRAWFORD et al., 2015; SINGH et al., 2017a; SINGH et al., 2017b). Além disso,
alguns trabalhos levam em consideracdo a sobreposicdo dos fatores ambientais sobre a etnia
na suscetibilidade ao cancer de prostata (CENTER et al., 2012; KIMURA, 2012; FERLAY et
al., 2015). Quanto a andlise dos polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo, néo foi possivel
separar heterozigotos de homozigotos selvagens, devido a impossibilidade do protocolo de
PCR utilizado no presente estudo.

Os dados desta pesquisa levantam importantes questdes sobre 0s mecanismos
envolvidos com o cancer de prostata em situacdes de delecBGes dos genes GSTM1 e GSTT1 e
reduzida atividade enzimatica ocasionada por MTHFR C677T. Porém, estudos posteriores
nessa populacdo podem investigar sobre a interacdo desses polimorfismos com outros genes e
com o ambiente, como os trabalhos desenvolvidos por Traka et al. (2008). Steinbrecher et al.
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(2010), Kobayashi et al. (2012) e Fang et al., (2013) que levam em consideracdo fatores
associados a alimentacdo, uso abusivo do alcool e habitos fumantes dos grupos envolvidos na

pesquisa.



52

7 CONSIDERACOES FINAIS

Até 0 nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que aborda analises da associacéo
dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e MTHFR C677T com a suscetibilidade ao
cancer de prostata de alto risco, revelando frequéncias mais elevadas do genoétipo GSTM1
nulo entre os individuos saudaveis quando comparado com o grupo de pacientes com cancer
de prostata, e uma prevaléncia aumentada do gendtipo GSTT1 nulo no grupo desses pacientes.
Com base nestes dados, confirma-se a correlacdo entre esses polimorfismos e o cancer de
prostata de alto risco, uma vez que a deficiéncia do gene GSTM1 tanto pode ser compensada
por outro gene, como pode representar uma vantagem quando envolvida nos mecanismos de
apoptose celular, expondo alternativas que podem justificar a frequéncia aumentada do
polimorfismo nos grupos controles. Assim como, a suscetibilidade do polimorfismo GSTT1
nulo com o cancer de prdstata, relacionando-o com o comprometimento da funcédo de enzimas
envolvidas no metabolismo de agentes quimioterapicos do cancer e subprodutos do estresse
oxidativo. Portanto, os resultados desta pesquisa demonstram:

-Efeito de protecdo do polimorfismo GSTM1 nulo contra o cancer de préstata de alto risco e
associacdo significativa de GSTT1 nulo com essa neoplasia. Porém, ndo houve associacdo
significativa entre o polimorfismo MTHFR C677T com esse subtipo tumoral;

-N&o expressa associagédo significativa entre os polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e
MTHFR C677T com o progndéstico do cancer de préstata de alto risco.

-As frequéncias dos polimorfismos GSTM1 nulo, GSTT1 nulo e MTHFR C677T néo
expressam divergéncias entre as demais populagdes do mundo, com excecdo das populacGes
miscigenadas no México, afro-americanos em Atlanta e caucasianos no Equador para o Gltimo
polimorfismo citado;

-Os resultados sugerem que os polimorfismos GSTM1 nulo e GSTT1 nulo podem ser
potenciais biomarcadores para o cancer de préstata de alto risco e poderdo contribuir,

futuramente, para o entendimento da progressao e/ou recorréncia da doenca.
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