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RESUMO

O Cancer de Prostata € a malignidade ndo cutanea mais frequentemente diagnosticada em
homens mais velhos, o que o torna um grave problema de saude publica nos dias atuais.
Apesar dos fatores de riscos relacionados com seu desenvolvimento serem conhecidos, a
sua patogénese é pouco compreendida principalmente, quanto a sua relagdo com os
fatores genéticos. A expressao e/ou funcdo anormal de genes como CDH1 e TP53
contribuem para progressao tumoral pelo aumento de invasao e metastase, e por iSso sdo
frequentemente relatados em tumores de prostata sendo assim, esses genes podem ser
potenciais marcadores genéticos e ajudar a identificar individuos com susceptibilidade
para essa neoplasia. O trabalho compreende um estudo caso-controle com 156 pacientes
com Cancer de Préstata de alto risco de acordo com a classificacdo de D’Amico,
diagnosticados no Hospital Sdo Marcos em Teresina-Pl e 193 controles saudaveis, sem
historico de cancer. Tem como objetivo identificar associacdes dos polimorfismos
CDH1-160C/A e TP53 Arg72Pro com a susceptibilidade e o prognostico do Cancer de
Prostata de alto risco pelas variaveis clinicopatoldgicas nos pacientes do estado do Piaui.
A analise dos polimorfismos foi realizada pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
e subsequente digestdo enzimética (PCR-RFLP). Para a andlise dos dados utilizou-se o
programa IBM SPSS Statistics versdo 20.0.0 com a significancia estatistica estabelecida
em p<0,05. As andlises de correlagdo, Odds Ratio (OR) em um intervalo de confianca
(IC) de 95% foram avaliados por um o0 modelo de Regressdo Logistica ndo condicional.
Os resultados da distribuicdo das frequéncias alélicas dos polimorfismos CDH1-160 C/A
(OR=1,17, IC 95% 0,84-1,63, p=0,38) e TP53 Arg72Pro (OR=0,88, IC 95% 0,64-1,20,
p=0,47) ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre 0s grupos
controles e casos. Nossos resultados ndo indicaram susceptibilidade para o Céancer de
Prostata na presenca dos polimorfismos CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro. Ademais, ndo
se observou associagéo dos polimorfismos com progndstico do Cancer de Prostata de alto
risco pela analise das variaveis clinicas dos casos: niveis séricos de PSA, escore de
Gleason e estagio tumoral TNM (p>0,05). Estudos continuos sdo necessarios para o
melhor entendimento que o efeito das variacbes genéticas atuam como fator de
susceptibilidade para o Cancer de Prostata.

Palavras-chave: Agressividade, Fatores de riscos, Idosos, Variacdo Genética



ABSTRACT

Prostate cancer is the non-cutaneous malignancy most often diagnosed in older men,
making it a serious public health problem today. Although the risk factors related to its
development are known, its pathogenesis is little understood mainly, as regards its
relation with the genetic factors. Abnormal expression and/or function of genes such as
CDH1 and TP53 contribute to tumor progression through increased invasion and
metastasis, and therefore are frequently reported in prostate tumors thus being such genes
may be potential genetic markers and help identify individuals with susceptibility to this
neoplasm. The study comprised a case-control study with 156 patients with high-risk
prostate cancer according to D'Amico classification, diagnosed at the Hospital Sao
Marcos in Teresina-Pl and 193 healthy controls with no history of cancer. It aims to
identify associations of CDH1-160C/A and TP53 Arg72Pro polymorphisms with the
susceptibility and prognosis of high-risk Prostate Cancer by clinical-pathological
variables in patients from the state of Piaui. Polymorphism analysis was performed by the
polymerase chain reaction technique and subsequent enzymatic digestion (PCR-RFLP).
For the analysis of the data was used the program IBM SPSS Statistics version 20.0.0
with the statistical significance established in p<0.05. The correlation analyzes, Odds
Ratio (OR) in a 95% confidence interval (CI) were evaluated by a non-conditional
Logistic Regression model. The results of the distribution of allele frequencies of CDH1-
160 C/A (OR=1.17, 95% CI 0.84-1.63, p=0.38) and TP53 Arg72Pro (OR=0.88, 95% ClI
0.64-1.20, p=0.47) did not present statistically significant differences between the control
and cases. Our results did not indicate susceptibility to Prostate Cancer in the presence of
CDH1-160 C/A and TP53 Arg72Pro polymorphisms. In addition, there was no
association between the polymorphisms with high risk Prostate Cancer prognosis and the
clinical variables of the cases: PSA serum levels, Gleason score and TNM tumor stage
(p>0.05). Continuous studies are necessary for the better understanding that the effect of
genetic variations act as a susceptibility factor for prostate cancer.

Key words: Aggressiveness, Elderly, Genetic Variation, Risk Factors,
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1. INTRODUCAO

O Cancer de Prostata (CaP) ocupa o quinto lugar no ranking mundial dentre os
canceres que causam morte em homens, ficando atrds apenas do de pulméo, figado,
estdbmago e coloretal. Devido a sua alta taxa de incidéncia e mortalidade é um grave
problema de saude publica e acomete geralmente homens com idade acima de 65 anos.
Isso pode ser explicado pelo aumento continuo da expectativa de vida, além do mais
sugere-se que os homens ndo sdo rastreados intensamente na sua idade mais jovem
(FERLAY, 2015; INCA 2015; BECHIS, 2011). Diversos fatores de risco como idade
avancada, histérico familiar e etnia em conjunto com fatores ambientais contribuem para
predisposicdo do CaP. No entanto, sua etiologia ainda ndo esta completamente entendida,
particularmente por ser uma doenca heterogénea no que diz respeito aos comportamentos
morfoldgicos e clinicos.

Nos ultimos anos tém ficado cada vez mais evidente que as variagdes genéticas
desempenham um papel chave para susceptibilidade do CaP. Tais varia¢@es incluem os
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés single nucleotide polymorphisms)
como 0s que ocorrem nos genes Cadherin 1 (CDH1) e Tumor Protein p53 (TP53)
envolvidos em processos celulares essenciais como adesdo celular, sintese e reparo do
DNA, controle do ciclo celular. O gene CDHL1 é definido como um supressor de tumor,
uma vez que tem sido frequentemente encontrado regulado negativamente em tumores
epiteliais. A reducdo/auséncia da expressdao ou funcdo do CDH1 contribui para a
progressdo do cancer aumentando a proliferacdo, invasdo e metastase (BERX; VAN
ROY, 2009; SCHNEIDER, 2014).

O gene TP53 também é considerado um supressor de tumor por desempenhar
papel na apoptose, além do controle do ciclo celular. Devido a importancia de TP53 na
supressdo tumoral, os polimorfismos que alteram sua funcdo podem afetar a chance de
cancer, a progressao e/ou a resposta ao tratamento. O polimorfismo no cédon 72 produz
uma mudanca na estrutura da proteina, modificando assim as propriedades e efeitos
bioquimicos da proteina e exibindo diferentes propriedades oncogénicas como
consequéncia (WHIBLEY et al, 2009; MITTAL et al., 2011; LU et al., 2014).
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Neste contexto, os SNPs tém sido alvo de diversos estudos que objetivam
investigar a associagdo entre essas variacoes e o CaP, embora os resultados sejam
bastantes controversos dependendo da populacéo envolvida em cada estudo (ZHU, 2015;
AL OLAMA, 2014; QI-WEN DENG, 2014). Assim, esse trabalho tem por objetivo
identificar a associacdo dos SNPs CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro com a
susceptibilidade e o prognoéstico do CaP de alto risco em pacientes no estado do Piaui
para melhor esclarecimento do efeito que as variages genéticas atuam como fator de

risco para essa neoplasia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer de Prostata: Epidemiologia e Fatores de risco

O CaP ¢ a neoplasia maligna mais comum entre 0os homens e € esperado que 0
nimero de casos aumente cerca de 60% em todo o mundo, acometendo
predominantemente homens idosos. A incidéncia do CaP aumenta acentuadamente na
sétima década de vida, sendo que somente cerca de 1% dos pacientes possui menos de 50
anos de idade (JEMAL et al., 2010; INCA, 2015).

De acordo com a ultima estimativa mundial 1,1 milhdo de casos de CaP foram
diagnosticados em 2012, correspondendo a 15% dos canceres diagnosticados em homens
com aproximadamente 70% dos casos ocorrendo em regides desenvolvidas. As taxas de
incidéncia mais altas sdo observadas na Australia/Nova Zelandia, Europa Ocidental e
América do Norte (FERLAY et al., 2014; INCA, 2015). No Brasil, apesar das Ultimas
estimativas do Instituto Nacional do Céancer (INCA) apontarem para um declinio no
numero de casos (61.200 novos casos esperados para 2016 contra 68.000 casos estimados
no ano de 2015), a incidéncia desse tipo de cancer ainda é alta quando comparado a outros
tipos que acometem o homem. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o CaP
é 0 mais incidente em todas as regides do pais, em 2015 a regido Nordeste apresentou
taxa bruta de 51,84/100 mil casos, a regido Sul com 95,63/100 mil; 67,59/100 mil no
Centro-Oeste, 62,36/ 100 mil no Sudeste e 29,50/100 mil no Norte. No estado Piaui, a
estimativa para o ano de 2015 foi de 890/100 mil novos casos (taxa bruta de 55,41% ao
ano) e de 210/100mil (taxa bruta de 53,6% ao ano) para capital Teresina (INCA, 2015).

O aumento da expectativa de vida, a melhoria e a evolucao dos diferentes métodos
de diagndstico, além da qualidade dos sistemas de informacgdes, em fungdo da
disseminacéo do rastreamento do CaP com antigeno prostatico especifico (PSA, do inglés
prostate-specific antigen) e o exame do toque retal, podem ser as explicagdes para altas
taxas de incidéncia desse cancer. O CaP é a quinta causa de morte por cancer, em homens,
com uma estimativa de 307,000 mortes, representando 6,6% do total da mortalidade por
cancer no mundo. No Brasil, em 2013, ocorreram quase 14 mil mortes por esse tipo de
cancer (INCA, 2014; 2015).

O CaP pode se desenvolver a partir de umas das trés regides ou zonas nas quais a
glandula prostatica é dividida (Figura 1). Cerca de 80 a 85% dos casos comegam na zona

periférica; 10 a 15% a partir da zona transicional e de 5 a 10% na zona central (AJCC,
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2010). Quase todos os casos o CaP sdo adenocarcinomas, pois a maioria tem origem nas
células das glandulas que produzem o liquido seminal (LORENZO et al., 2016).

Figura 1. Anatomia da glandula prostatica: zonas da prostata.

,\ Zona de transic3o
-\ b

Zona central

Estroma fibromuscular
anterior

Fonte: Adaptado de CRAWFORD (2009).

O CaP é definido como uma doenca multifatorial, uma vez que engloba fatores
genéticos e ambientais como o estilo de vida pessoal (ADJAKLY et al., 2015). O Gnico
fator de risco bem estabelecido para o surgimento do CaP é a idade, ja que cerca de 80%
dos casos ocorrem a partir dos 65 anos (ARCANGELI et al., 2012; INCA, 2014).

O historico familiar também é um poderoso fator de risco, aproximadamente de
10 a 20% dos homens acometidos tém pelo menos um parente afetado, isso mostra que
existe uma forte evidéncia que a genética confere susceptibilidade para CaP (SCHAID,
2004; ZHU et al., 2011). Qutros fatores, como a etnia/cor da pele e a dieta também
apresentam associagdo com o CaP. Evidéncias epidemioldgicas mostram o aumento da
incidéncia do CaP em afro-americanos em comparagdo com 0s americanos asiaticos,
porém, é possivel que essa diferenca entre negros e brancos se dé em fungéo do estilo de
vida ou dos fatores associados a deteccdo da doenca (VIRNING et al., 2009; ELLES et
al., 2014; INCA, 2015). Ja o consumo de dietas baixas em gordura e rica em vegetais e
alimentos a base de plantas tém um impacto negativo sobre a incidéncia do CaP. Esses

alimentos, sdo fontes de micronutrientes com efeitos potencialmente benéficos na
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prevencdo do CaP e oferecem uma grande quantidade de antioxidantes e fitoquimicos que
tém um efeito benéfico demonstravel no CaP (ARCANGELI et al., 2012; VANCE et al.,
2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). O aumento da ingestdo de licopeno,
tipicamente encontrado em tomate e outras frutas vermelhas pode reprimir a
carcinogénese da prostata por meio da diminuicdo da oxidacdo lipidica, aumento das
capacidades antioxidantes e inibicdo da proliferacdo celular (WEI;, GIOVANNUCCI
2012).

2.2. Diagnostico e Classificacao

Diversos métodos sao utilizados para analisar e confirmar a evidéncia de CaP,
porém, as principais ferramentas usadas sdo a avaliacdo dos niveis séricos de PSA, exame
de toque retal e biopsia transretal (SMITH et al., 2007; EPSTEIN, 2008). Dentre esses
métodos, o valor do nivel sérico do PSA é considerado uma ferramenta valiosa para o
rastreamento de CaP. O PSA é uma proteina produzida e secretada por células da glandula
da préstata normais, mas seus niveis sao muitas vezes elevados em pacientes com CaP,
portanto, 0 aumento do volume prostéatico esta diretamente relacionado com aumento do
nivel sérico desse antigeno. (NICKEL, 2008; SAINI et al., 2016).

O valor absoluto do nivel sérico de PSA é util para determinar a extensdo do CaP
e avaliar a resposta ao tratamento dessa neoplasia. Também € utilizado como método de
triagem para detectar CaP embora controverso, pois as doencas benignas da prostata tais
como hiperplasia benigna da préstata (BPH) ou prostatite, bem como manipulagdes da
préstata (ciclismo, exame digital retal) podem causar elevadas concentragdes séricas de
PSA (ADHYAM, 2012; STEPHAN et al., 2014).

Existe uma variacao bioldgica dos valores de PSA na populacdo geral, e nenhum
valor exclui a possibilidade de detecgédo de CaP. Hoje em dia, muitos casos sao suspeitos
pelos niveis entre 2,5 a 10 ng/mL e sdo confirmados por histologia por meio da bidpsia
transretal. Uma concentracdo total de PSA de 4,0 ng/mL € considerado o limite superior
do normal, esse valor é utilizado como limite para o encaminhamento de uma
investigacdo mais aprofundada. Entretanto, cerca de 20% dos homens com niveis de PSA
abaixo de 4 ng/mL tém baixa chance de desenvolver o CaP e muitos homens com niveis
mais elevados ndo tém CaP (CARY et al., 2015; PRON, 2015) (Tabela 1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adhyam%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23730101
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Tabela 1. Risco de tumor prostatico em individuos com valores do PSA 4,0 ng/mL.

Nivel do PSA (ng/ml) Risco de CaP
0a05 6,6%
06al 10,1%
11a2 17%
2,1a3 23,9%
31la4 26,9%

Em combinacdo com a medida dos niveis séricos de PSA, o exame de toque retal
é considerado um método obrigatério de diagndstico e estadiamento para CaP. Cerca de
18% dos pacientes acometidos podem ser diagnosticados pela realizacdo desse exame,
pois detecta alteraces na zona periférica da glandula prostatica quando o seu volume é
cerca de 0,2 mL ou maior. Embora possua algumas limitacdes na sua realizacdo, uma vez
que somente as por¢des posterior e lateral da prostata podem ser palpadas, principalmente
entre 0s homens obesos pelo excesso de adiposidade ou até mesmo pela experiéncia do
profissional, o exame de toque retal pode indicar se uma bidpsia da prostata é
recomendada para um paciente, especialmente nos casos mais agressivos (BRASIL,
2002; DI, 2011; HEIDENREICH et al., 2011).

Para confirmacdo da presenca ou auséncia e classificacdo da doenca, andlise
histopatolédgica do tecido obtido pela bidpsia transretal da préstata representa o Gnico
método definitivo. E por meio desse método que se classifica os tumores de acordo com
0 escore de Gleason, sistema que tem sido o Unico e poderoso indicador no prognostico
de CaP, visto que se baseia no grau de perda da arquitetura normal do tecido glandular do
tumor (GURCAN et al., 2009; HUANG et al., 2013).

Apesar das mudancas significativas no diagnostico clinico e histologico do CaP,
o sistema de classificacdo de Gleason continua sendo um dos preditores mais poderosos
para o prognostico do CaP. O sistema atribui padrdes histologicos de 1 (bem diferenciado)
a 5 (pobremente indiferenciado) para cada CaP, de acordo com o grau de diferenciagédo
do tumor, obtidos por meio da atribuicdo de um grau primario mais predominante e um
segundo grau mais predominante encontrado no tumor (Figura 2). A partir da soma dos
padrdes estabelecidos, o escore vai de 6 a 10 em fungéo da agressividade do cancer. O
escore 6 € tipicamente recomendado como o0 grau mais baixo a ser atribuido ao material

de bidpsia e 10 representa o0 cancer mais agressivo. Cancer com escore de Gleason de 6
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ou menos séo frequentemente bem diferenciados ou de baixo grau, escore de Gleason de
7 pode ser chamado de moderadamente diferenciado ou de grau intermediério e cancer
com escore de 8 a 10 pode ser chamado de pobremente diferenciado ou de alto grau
(PIERORAZIO et al., 2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014; GORDETSKY;
EPSTEIN, 2016).

Figura 2. Grau de diferenciacdo de acordo com Score de Gleason

Fonte: Anais de Patologia: Elsevier Masson (2004).

A classificacdo do CaP é aplicavel somente para os casos de adenocarcinomas
(BRASIL, 2004). O sistema internacionalmente usado para essa classificacdo é 0 TNM,
que é baseado na evolucdo do tumor primario (categoria T), se o cancer se espalhou para
regides dos nddulos linféaticos (categoria N) e se existe evidéncia de metastase distantes
(categoria M), além do escore de Gleason baseado na bidpsia. Os parametros do TNM
recebem graduacgdes, geralmente de TO a T4, de NO a N3 e de M0 a M1, respectivamente
(Tabela 2) (JAMES, 2014).
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Tabela 2-TNM-Classificacdo Clinica

X O tumor primério ndo pode ser avaliado
TO N&o hé evidéncia de tumor primario

T1 N&o palpavel ou visivel

Tla | Achado histolégico < 5% de tecido
T1b | Achado histoldgico > 5% de tecido
Tlc | Bidpsiapor agulha

T2 Tumor confinado a préstata

T2a | <metade de um lobo

T2b | > metade de um lobo

T2c | Ambos os lobos

T3 Através da capsula prostatica

T3a | Extracapsular

T3b | Vesicula (s) seminal (ais)

T4 Fixo ou invade estruturas adjacentes: colo vesical, esfincter externo, reto, musculos elevadores do anus,
parede pélvica

NX | Linfonodos ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodo regional
N1 Metéstase em linfonodo regional

M Metastase a distancia

MO | Auséncia de metastase a distancia

M1 | Metastase & distancia

M1la | Linfonodo ndo regional

M1b | Osso(s)

M1ic | Outra(s) localizacdo(des)

Os tumores localizados podem variar daqueles com baixo potencial maligno (que,
se ndo forem tratados, ainda ndo sdo susceptiveis de resultar em morbidade ou reduzir a
expectativa de vida), aos que sdo curdveis com uma Unica modalidade dirigida
exclusivamente a prépria glandula, ou aqueles destinados a recorrer localmente ou
sistemicamente apesar da terapia local ideal. A classificacdo de risco de pacientes com
base na combinacdo dos fatores clinicos, € amplamente utilizado no cenério clinico.
Vaérios sistemas de classificacdo de risco de pré-tratamento tém sido amplamente
utilizados para predizer o progndstico apds tratamento local para CaP, bem como a
probabilidade de progressdo para doenca metastatica e sobrevida global
(FURUBAYASHI et al., 2013; CHANG et al., 2014; JO et al., 2014). Com o0 aumento da
triagem do PSA, a classificacdo do estagio tumoral e a melhoria da técnica cirurgica desde
a introducéo do sistema de classificacdo de risco D'Amico em 1998, as caracteristicas do

CaP de alto risco também podem ter evoluido também com o tempo
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A classificagéo de risco de D'’Amico é um dos sistemas de estratificagdo mais
comumente usados para determinar pacientes em grupos de baixo (PSA <10 ng/mL e GS
<6 ecT1-cT2a), intermediario (PSA=10-20 ng/mL ou GS=7 ou cT2b) e alto risco (PSA>
20 ng/ml ou GS >8 ou estadio clinico > ¢T2¢/T3) para recidiva tumoral e mortalidade
especifica de CaP com base no nivel de PSA pré-operatorio, escore de Gleason baseado
em biopsia e estagio clinico/patolégico TNM (BOORJIAN, 2008; D’AMICO, 2011;
NARITA, 2015) Tabela 3.

Tabela 3. Classifica¢do do risco de D’ Amico para Cancer de Prostata

Risco Baixo PSA < 10 ng/mL e escore de Gleason < 6 e estégio clinico
Tlcou T2a
Risco Intermediéario PSA > 10, porém < 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

2.4. Polimorfismos de susceptibilidade para o Cancer de Prostata

O CaP ¢é uma doenca heterogénea com multiplos loci contribuindo para a sua
susceptibilidade. Os mais importantes em termos de susceptibilidade hereditaria para CaP
sdo 0s SNPs, comuns num certo nimero de alelos de baixa penetracdo de varios genes
(CARUSO et al., 2009). Estudos realizados pela associa¢do gendmica ampla (GWAS, do
inglés genome-wide association study) identificaram cerca de 76 loci associados com a
chance da ocorréncia de CaP e cerca de 80 variantes em 20 cromossomos diferentes, que
estdo consistentemente implicados com susceptibilidade aumentada de CaP e as chances
parecem aumentar em um individuo que carrega mais alelos de susceptibilidade (KADER
et al., 2009; AL et al., 2014; EELES et al., 2014; TAO, 2015). Apesar dos avancos
significativos na identificacdo dos genes que sao associados ao CaP, os SNPs explicam
apenas cerca de 30% da chance de CaP em pessoas com histérico familiar (ALBERT] et
al., 2010; EELES et al., 2013).

O mecanismo da carcinogénese prostatica ainda ndo é inteiramente entendido;
portanto, a descoberta de SNPs associados com o CaP pode fornecer novas perspectivas

sobre a etiologia dessa doenca. Além disso, estudos sugerem que esses SNPs comuns
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entre diferentes populagfes podem ser utilizados, em combinacdo, para prever a
susceptibilidade para CaP de um individuo (SUN et al., 2008; ZHENG et al., 2008).

2.4.1 Gene CDHL1 (E-caderina) e o Polimorfismo -160 C/A

A capacidade das celulas de aderir umas as outras € uma propriedade fundamental
na evolucdo da multicelularidade. As caderinas sdo moléculas transmembranares de
adesdo célula-célula, que desempenham papeéis essenciais na morfogénese e homeostase
dos tecidos (ARBOLEDA; HEISENBERG, 2010; MAITRE et al., 2013).

Entre a superfamilia das caderinas se encontra a E-caderina (também conhecida
como CDH1), codificada pelo gene CDH1, uma molécula de adesdo célula-célula
dependente de Ca2*, expressada principalmente nas células epiteliais onde sdo
progenitoras de carcinomas. A glicoproteina transmembranar CDH1 é essencial para a
formacdo e manutencdo da arquitetura epitelial, obrigatoria para adesao intercelular de
células epiteliais, sinalizacao celular e manutencao da polaridade e diferenciagéo celular,
ambos durante o desenvolvimento e vida adulta (BARANWAL et al., 2009; CARNEIRO
etal., 2012; ASIAF et al., 2014).

O gene CDH1 esta localizado no cromossomo 16 (16¢22.1), essa regido é
eliminada em 30% dos tumores prostaticos primarios e mais de 70% em CaP com
metastases. Contém 16 éxons e 15 introns abrangendo aproximadamente 100 kb de todo
0 DNA gendmico e codifica um polipeptidio com 728 aminoécidos. A glicoproteina
codificada possui 120 kDa e contém um Gnico dominio transmembranar, um dominio
citoplasmatico de 150 aminoacidos e um extracelular de 550 aminoacidos. A regido
extracelular inclui cinco dominios repetidos em tandem, as chamadas repeti¢fes de
caderina extracelular. Embora o dominio extracelular seja suficiente para proporcionar
uma adesdo Ca* dependente, o citoplasmatico é importante para produzir uma forte
adesdo celular, por meio do agrupamento lateral extracelular e interagdo com
citoesqueleto (ROY et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2014).

O CDH1 é mundialmente reconhecido como um gene supressor de invasdo, pois
a inativacdo ou desregulacdo por mutacOes, delecdes alélicas ou mudangas epigenéticas
levam a perda da expresséo e funcéo da proteina (GALL; FRAMPTON, 2013; M F et al.,
2016). O SNP relatado primeiramente por LI et al. (2000) é responsével por mudangas de
nucleotideos na sequéncia de DNA do gene CDHL1, e esté localizado na regido promotora

a 160 pb do inicio do sitio de transcrigédo, causando a mudanca de Citosina para Adenina
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(CDH1-160 C/A) (Figura 3). O alelo -160A causa uma reducdo de 68-70% da atividade
transcricional comparada com o alelo -160C.

Figura 3. Gene CDH1 e a posicao de SNP CDH1-160 C/A
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Fonte: G. JACOBS (2011).

A perda funcional da E-caderina é o passo fundamental na interrupc¢éo do contato
intercelular que leva ao estado invasivo e metastatico dos tumores, que ocorre durante a
progressao do tumor (CHIEN et al, 2012; RODRIGUEZ et al., 2012).
Consequentemente, a variante CDH1-160C/A pode alterar a atividade transcricional do
gene e ser responsavel pela diminuicdo da expressdo da proteina codificada e aumento da
susceptibilidade aos canceres epiteliais, incluindo o CaP (WANG et al., 2012; ZHENG
etal, 2014)

2.4.2 Gene TP53 e o Polimorfismo Arg72Pro

O TP53 esta localizado no cromossomo 17 (17pl3) composto de 19.198
nucleotideos, contém 11 exdns e codifica uma fosfoproteina nuclear homénima de 53
kDa, composta por 399 aminoacidos altamente conservada em diversos organismos
(BELYl etal., 2010; INOUE et al., 2012; MIRZAYANS et al., 2012).

O gene TP53 é um fator de transcri¢do que pode ser ativado por diversas tensoes
celulares, incluindo expressdo de oncogenes, danos ao DNA, hipoxia, disfungédo

metabdlica e estresse oxidativo. A ativacdo da proteina TP53 pode resultar numa
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variedade de respostas celulares, como controle do ciclo celular, apoptose, reparo do
DNA, alteracfes nas caracteristicas celulares, tais como o estado de diferenciagdo e
mecanismos celulares anticancerigenos funcionando como um supressor de tumor
(AYLON, OREN et al., 2011; AUBREY et al., 2016). A perda da funcéo de TP53 ocorre
com frequéncia em cancer humano e resulta de muta¢des no geneTP53 ou defeitos na via
que o ativa. Mais de 75% das muta¢des em TP53 conduzem a expressdo de uma proteina
de comprimento completo com uma Unica substituicdo de aminoacido (BROWN et al.,
2009; SAID et al., 2014).

O SNP mais estudado no TP53 ocorre no cédon 72 do exdn 4, e consiste de uma
Unica substituicdo de Arginina (Arg) para Prolina (Pro) no cdédon 72 e as duas variantes
de p53 diferem na forma como influenciam processos celulares, o0 SNP TP53 Arg72Pro
ocorre na regido rica em Prolina do TP53 desempenhando um papel vital na represséo de
crescimento e funcbes apoptoticas da proteina. A variante TP53 Arg72 induz apoptose
cinco vezes melhor do que a variante TP53 Pro72 e suprimi transformagao celular mais
eficientemente, isso € devido a variante TP53 Arg72 ter um loci mais proximo das
mitocondrias e um maior trafico mitocondrial desta isoforma regula a liberacdo do
citocromo C para citosol, assim interagindo com a proteina pro-apoptética BAK, que
posteriormente melhora ainda mais essa atividade apoptotica (Figura 4) (ZHANG et al.,
2010; JEONG et al., 2010; JAKOB et al., 2016).

Figura 4. Papel mitocondrial de TP53
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A mutacdo de TP53 é um evento comum em tumores humanos e esté associada a
ocorréncia e progressdo do tumor, e ocorre em mais de 50% de todos os tumores malignos
(MI et al., 2012; CHI et al., 2015). A transformacdo maligna das células prostaticas é
favorecida pela ruptura do equilibrio entre a proliferacdo e a apoptose das células
epiteliais prostaticas e TP53 é um fator importante na manutencdo desse equilibrio
(COLLAVIN etal., 2010; ROGLER et al.,2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a associagdo dos polimorfismos CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro com a

susceptibilidade e o prognostico do CaP de alto risco em pacientes no estado do Piaui.

3.2 Objetivos Especificos

Comparar as frequéncias alélicas dos polimorfismos do grupo controle com frequéncias

alélicas em diferentes populac@es mundiais

Comparar 0s genotipos dos polimorfismos nas populagdes caso e controle, para analisar
possiveis associacdes destes genodtipos com a susceptibilidade aos tumores de préstata;

Comparar os genotipos dos polimorfismos obtidos na populacdo de pacientes com as
variaveis clinicas: niveis séricos de PSA, escore de Gleason e estadiamento tumoral para

analisar possiveis associa¢cGes com essas variaveis.
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4 METODOLOGIA

4.1 Selecdo dos sujeitos e aspectos éticos

O numero amostral deste trabalho compreendera um total de 349 amostras,
composta de 156 pacientes com CaP de alto risco, de acordo com a classificagéo
internacional de D’Amico, pelas informacGes presentes nos prontuarios (PSA > 8 ou
escore de Gleason > 20 ou estagio tumoral T2¢/T3) e consecutivamente diagnosticados
no Departamento de Urologia do Hospital S&o Marcos em Teresina, Piaui (Casos) e 193
individuos do sexo masculino sem histérico pessoal ou familiar de cancer (Controles).
Atendendo a resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Salude, 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 CaP foram colhidas no ato da
prostatectomia, uma vez que tal procedimento ja possui um acesso venoso, e nao
exclusivamente para a pesquisa, 0 que anula qualquer incdmodo e risco desnecessario.
Alternativamente, amostras frescas congeladas de tecido prostatico foram fornecidas pelo
Departamento de Patologia do Hospital para analise. Apds a coleta, as amostras foram
acondicionadas sob refrigeracdo no Departamento de Patologia do Hospital, de onde as
amostras 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 cirurgico.
Foram inclusos neste estudo voluntarios com diagnostico histopatoldgico de CaP, sem
distincdo de cor e classe social e que constassem em seus registros médicos, informacoes
clinicas de estadiamento tumoral e PSA. Foram excluidos do estudo individuos que, por
qualquer razdo ou motivo, tinham a sua capacidade de autodeterminacdo reduzida,
sobretudo no que se refere ao TCLE e individuos que ja possuiam um parente de 1° grau
participando da pesquisa, estratégia que visa diminuir a semelhanca amostral e,

consequentemente, aumentar a significancia dos resultados.
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Como o CaP acomete principalmente individuos idosos, o grupo controle
constituiu-se de amostras de sangue periférico de homens piauienses com idade > 60 anos
sem diagnostico prévio de cancer e historico de cancer na familia. As amostras de sangue
periférico foram colhidas em tubos de ensaio contendo EDTA, levadas em caixas
térmicas, para dosagem do nivel sérico de PSA, em laboratérios na cidade de Parnaiba
conveniados com o Sistema Unico de Satide. Como critério de incluséo, o valor de PSA
<2,5 ng/mL foi adotado, um valor abaixo do que é considerado o valor normal para

assegurar que o individuo do grupo controle tivesse menor chance de desenvolver CaP.

4.2 Extracdo, quantificacdo e armazenamento do DNA

As amostras de sangue periférico foram submetidas a extracdo do DNA com o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Inc., USA), de acordo com as
especificacfes do fabricante. Resumidamente, os seguintes passos foram: 300uL de
sangue total foram adicionados a 900 pL de solucéo de lise celular e a mistura incubada
por 10 minutos com movimentos de inversdo constantes; em seguida, apdés a
centrifugagdo da mistura, descartou-se o sobrenadante, e as amostras foram levadas ao
vOlrtex para evitar a formacdo de grumos nas etapas seguintes, que € a adicdo de uma
mistura de 300 uL de solucéo de lise nuclear e 100 uL de solucéo de precipitacdo de
proteinas; centrifugou-se novamente e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo
contendo 300 uL de isopropanol, submetido novamente & 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 (pellet) no fundo do tubo que foi incubada com 100 pL de uma solugéo de
reidratagdo em banho-maria por 1 hora a 65°C para que o DNA fosse eluido, ou seja, para
que ficasse disperso em solugéo 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 manual, modelo D-130, Wiggenhause SDN BHD) em solucdo 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 extracdo do DNA de forma semelhante ao procedimento de

extracdo de DNA a partir de sangue periférico.
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A pureza e concentracdo do DNA foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose a 0,2%, corado com GelRed™ (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 qualidade das amostras, as mesmas sdo
armazenadas em freezer (-20°C) no Laboratério de Genética e Biologia Molecular, UFPI,
Campus Ministro Reis Velloso.

4.3 Amplificacdo e analise das regides polimorficas

As regides polimérficas foram analisadas pela técnica de reacdo da polimerase em
cadeia (PCR) associada ao polimorfismo baseado no comprimento do fragmento de
restricdo (PCR-RFLP). A reagdo de PCR foi realizada em um volume total de 15 pL, com
as seguintes concentragdes padrao: 200 uM de dNTPs (deoxinucleotideo trifosfato), 1,3
mM de MgCI? (cloreto de magnésio), 0,3 uM de cada primer, 1,0 unidade de Tag DNA
polimerase, 0,6 L de DNA genomico, 2,5 uL. de Tampao 1x e agua estéril em quantidade
suficiente para completar 15 pL. Vale ressaltar que, para todo conjunto de reacdes
preparadas, foi usado um controle negativo (branco), no qual todos os reagentes estdo
presentes, com excecdo do DNA, para o controle de possiveis contaminagdes com outro
DNA que nédo seja do individuo em questdo. Depois de misturados, os reagentes sao
submetidos a diferentes ciclos de temperatura gerados em termociclador (AmpliTherm
Thermal Cycler, Madison, W1, USA).

A regido do polimorfismo CDH1-160 C/A foi amplificada com os primers
forward 5°- CAG CCA AGT GTA AAA GCC CTT TCT G -3’ e reverse 5’- GGT GAA
CCC TCA GCC AAT CAG C -3’, resultando em um produto de 234 pb. A Tabela 3
apresenta os primers utilizados para cada gene e o tamanho do produto de amplificacgdo e
a Tabela 4 resume os parametros adotados para a amplificacdo das regies polimorficas
estudadas. Para averiguar a qualidade da amplificagdo bem como excluir a possibilidade
de contaminacdo, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
0,2%, corados com GelRed™ e visualizados em transluminador, sob luz ultravioleta a
partir do qual se realiza a foto-documentacdo do gel para posterior analise visual. Apos a
visualizacdo, os produtos amplificados foram submetidos a analise de RFLP.
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Tabela 3. Primers e o tamanho dos produtos da amplificacéo

SNP Sequéncia do Primer (5’- 3°) Produto (pb)

CDH1-160 C/A CAG CCAAGT GTAAAAGCCCTTTCT G 234
GGT GAACCCTCAGCCAATCAGC

TP53 Arg72Pro GAA GAC CCA GGT CCA GAT GA 152
CTGCCCTGG TAGGTTTTCTG

Tabela 4. Pardmetros de ciclagem adotados para as rea¢des de PCR

Polimorfismos Desnaturacdo  Desnaturacéo Anelamento  Extenséo Extensdo
Inicial Final

CDH1 -160C/A 95°C/3min 95°C/45seg 59°C/45seg 72°C/4bseg  72°/7min

TP53 Arg72Pro 95°C/3min 95°C/45seq 58°C/45seg 72°Cl45seg 72°[7min

Na anélise de RFLP para o SNP CDH1-160 C/A, foi utilizada a enzima de
restricdo BstEIl. O individuo homozigoto é caracterizado pelas bandas de 190 e 44 pb
(C/C), a presenca de bandas de 234, 190 e 44 pb caracteriza individuo heterozigoto (C/A)
e uma Unica banda de 234 pb caracteriza o individuo homozigoto mutante (A/A) (Figura
5). Na analise de RFLP para o SNP TP53 Ag72Pro, foi utilizada a enzima de restricdo
BstUI. O individuo homozigoto (G/G) é caracterizado pelas bandas 100 e 52 pb, o
individuo heterozigoto (G/C) é caracterizado pelas bandas 152, 100 e 52 e o individuo
homozigoto mutante (C/C) é caracterizado por uma Unica banda de 152 pb (Figura 6). As
condicGes padronizadas para analise polimorfismos pela técnica de RFLP estdo resumidas

na Tabela 5.
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Figura 5. Padréo de bandas na analise do polimorfismo CDH1-160 C/A pela
técnica de RFLP representado pela presenca da banda na altura de 244 pb.
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Figura 6. Padrdo de bandas na andlise do polimorfismo TP53Arg 72Pro pela
técnica RFLP representado pela presenca da banda na altura de 244 pb
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Tabela 5. Anélise do polimorfismo pela técnica de RFLP: enzimas para andlise do
polimorfismo e alelos

SNP Enzima Condicédo

CDH1-160 C/A BstEII 0,1 uL de enzima (1 U); 0,8 pL tampdo; 3 uL PCR; 11,1 pL
H,0O; 37°C por 16 horas

TP53 Arg72Pro BstUI 0,1 pL de enzima (1U) ;1,5 pL tampdo; 3 pL PCR; 10,4 uL H>0;
60°C por 12 horas
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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 um tempo de 3

horas, e visualizados por meio de revelagdo com nitrato de prata.

4.4 Andlise estatistica

Ao final das andlises, as populacdes caso e controle foram testadas quanto ao seu
equilibrio pela lei de Hardy-Weinberg. A distribuicdo dos gendtipos dos polimorfismos
entre as duas populacdes foi utilizada com o teste do Qui-Quadrado ou quando necessario,
o teste Exato de Fisher. Para verificar a distribuicdo dos genotipos dos polimorfismos
CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro entre as duas populac@es e das variaveis clinicas na
populacdo de pacientes, utilizou-se o modelo de regressdo logistica ndo-condicional
ajustado por idade. Para determinacéo da distribuicéo das idades e o PSA entre 0s grupos
caso e controle foi realizado o teste de variancia ndo-paramétrico Kruskalwallis.

Para avaliar a influéncia dos gendtipos desses polimorfismos sobre as variaveis
clinicas, estas foram categorizadas de forma binéria de acordo com sua contribuicéo para

agressividade tumoral (Tabela 6).

Tabela 6-Variaveis clinicas dos pacientes

Variaveis Clinicas Categorizacao binaria
PSA pré-operatério < 20 ng/mL ou > 20 ng/mL
Escore de Gleason <8ou>8
TNM T1a/T2b (NO-N2/M0-M1) ou Tc2/T4 (NO-N2/MO-
M1)

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do pacote estatistico IBM SPSS
Statistics versdo 20.0.0. Assim, para todos os testes foi considerado um nivel de

significancia de 5% e intervalo de confianga de 95%.
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RESULTADOS

Pela técnica de PCR foi realizada a amplificacdo de todas amostras casos e
controles do gene TP53. Para o gene CDH1 conseguiu-se a amplificacdo de todas as
amostras casos, porém os controles foram amplificados 190 das 193 amostras, entretanto
isso ndo interferiu nos resultados da pesquisa. Ambos os grupos estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg no que diz respeito a distribuicdo da frequéncia dos polimorfismos
CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro para controles (p=0,73 e p=0,69) e para casos (p=0,80
e p=0,65), respectivamente.

A média das idades entre as amostras foram avancgadas para os dois grupos, sendo
67,8+7,5 anos para 0s casos e 68,3+6,6 anos para os controles, sem diferenca significativa
entre ambos (p=0,11). Uma idade minima de 60 anos foi estabelecida para o grupo
controle. Para os niveis de PSA houve uma diferenca significativa (p=0,0001) entre casos
(0,19-1.238) e controles (0,06-2,5), o critério usado para fazer parte do grupo controle era
um valor de PSA < 2,5 ng/mL. (Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicéo de idade e PSA entre 0s grupos caso e controle.

Controle (n=193) Caso (n=156) p
Média de idade+DP 68,3+6,6 anos 67,8+7,5 anos p=0,11
Variagdo de idade 54-97 anos 44197 anos
PSA inicial (amplitude) 1,08 (0,06-2,5) ng/mL 62,92(0,19-1.238) ng/mL p=0,0001

DP=Desvio Padrdo, PSA=Prostatic specific antigen; * Dados disponiveis para 155 amostras; 2 Dados
disponiveis para 125 amostras.

As frequéncias alélicas encontradas no grupo controle na populagéo do estado do
Piaui foram comparadas com as frequéncias de outras populacfes. A frequéncia alélica
do SNP CDH1-160 C/A encontrada na populacdo em estudo (26,9%) foi similar a
observada na Suécia (27%), Eslovénia (26,5%) e Estados Unidos (26,5%). Os resultados
ndo diferiram estatisticamente entre as demais populagdes (p> 0,05). Para 0 SNP TP53
Arg72Pro as frequéncias alélicas diferiram estatisticamente com a populacédo de asiaticos
do sul da China (p=0,004), que apresentou uma frequéncia maior do alelo Pro, e de
indianos do Norte da India (p=0,046). Em relacdo as outras popula¢des ndo houve

diferencas significativas (p>0,05) (Tabela 8).
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Tabela 8. Comparacéo das frequéncias alélicas dos SNPs CDH1-160 C/A e TP53

Arg72Pro em diferentes populagdes

Populacdo Etnicidade N Frequéncias Alélicas p Ref.
CDH1-160 C/A (%)
A
Piauiense - 190 26,9 - Presente estudo
Polbnia Caucasianos 100 37 0,12 Forszt et al. (2009
Polénia Caucasianos 511 29,5 0,75 Cybulski et al. (2007)
Suécia Caucasianos 801 27 1,00 Lindstrom et al. (2005)
Suécia Caucasianos 669 28,3 0,75 Josson et al. (2004)
Eslovenos Caucasianos 198 26,5 1,00 Hajdinjk et al. (2004)
USA Africanos 117 26,5 1,00 Pookot et al. (2004)
Japéo Asidticos 139 24,5 0,74 Kamoto et al. (2005)
Japéo Asidticos 219 17,8 0,12 Tsukino et al. (2004)
Frequéncias Alélicas
TP53 Arg72 Pro (%)
Pro
Piauiense - 193 37,8 - Presente estudo
Sul da China Asiéaticos 268 58,2 0,004* Xu et al. (2010)
Japéo Asiéaticos 105 33,8 0,655 Suzuki et al. (2003)
Taiwan Asidticos 126 44,9 0,385 Wou et al. (2004)
Descendentes Africanos 196 37 0,355 Ricks-Santi et al.(2010)
africanos
Chile NI 117 30,34 0,367 Quifiones et al. (2006)
Eslovénia Caucasianos 446 29,2 0,291 Sivonové et al. (2015)
Aleméo Europeus 490 26,4 0,096 Meyer et al. (2013)
india Regido Norte 265 24 0,046* Mittal et al. (2011)
Iranianos NI 80 26,9 0,096 Babaei et al. (2014)

NI-N4o Informado; *p<0,05(p=0,004
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Todos os pacientes sdo classificados com CaP de alto risco, sendo 67% dos
pacientes com tumor em estagio avancado T2c¢/T4, mesmo sem comprometimento nodal
e sem metastase. Em relacdo ao escore de Gleason, 60% apresentam menor que 8, e 39%

apresentam PSA pré-operatério >20 ng/mL (Tabela 9).

Tabela 9. Caracteristicas das amostras quanto as variaveis clinicas.

Variaveis clinicas n (%)
PSA pré-operatério (ng/mL)
<10 36 (23)
10-19,99 28 (18)
>20 61 (39)
ND 31 (20)
Escore de Gleason
<8 93 (60)
>8 59 (38)
ND 4(2)
Estagio tumoral
T1/T2b (NO/MO) 12 (8)
T1/T2b (N1/MO) 11(7)
T2c/T4 (NO/MO) 106 (67)
T2c/T4(N1/M1) 4 (3)
T2c/T4 (N1/MO) 8 (5)
T2c/T4 (NO/M1) 11 (7)
ND 4 (3)

ND-N4&o disponivel

A regressdo logistica foi utilizada para fazer uma predicdo da associagdo dos SNPs
CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro com a susceptibilidade para CaP. O modelo escolhido
foi a regressdo logistica ndo-condicional, devido ao desbalanceamento entre o nimero de
casos e controles estudados.

A distribuicdo do polimorfismo CDH1-160 C/A para o gen6tipo do modelo
dominante CA+AA foi 53% e 46% para casos e controles, respectivamente. Nao foi
encontrada diferenca significativa entre os dois grupos (OR=0,93, 1C=95%, 0,61-1,43,
p=0,76) quando comparada ao genotipo CC, e quando o OR foi ajustado por idade,
tambem ndo foi estatisticamente significativo (OR=0,99; IC 95% 0,99-1,0; p=0,63).
Mostrando que o alelo de risco ndo esta associado com o CaP. Para o TP53 Arg72Pro
também ndo foi observada diferengas significativas do modelo dominante
Arg/Pro+Pro/Pro quando comparado com o genétipo Arg/Arg (OR=0,69; IC 95% 0,44-

1,07; p=0,10) entre casos e controles. E quando ajustado por idade também n&o mostrou
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significancia (OR=0,99, IC 95% 0,98-1,00, p=0,13). Nossos resultados ndo encontraram
nenhuma associacdo dos SNPs com susceptibilidade para o CaP de alto risco (Tabela 10).

Tabela 10. Distribui¢do dos polimorfismos e associacdo dos gendtipos e alelos com
Cancer de Prostata

CDH1 -160C/A Casos, Controles, OR (95% IC) p OR (95% IC) p*
n (%) n (%)
cc 74 (47) 103 (54) 1,00 1,00
CA 70 (45) 72 (398) 1,35(0,86-2,11) 0,18 1,00(0,99-1,01) 0,25
AA 12 (8) 15 (8) 1,11 (0,49-2,51) 0,79 1,00(0,98-1,01) 0,95
CA+AA 82 (53) 87 (46) 0,93 (0,61-1,43) 0,76 0,99 (0,99-1,00) 0,63
Alelos
C 218 (70) 278 (73) 1,00 ND ND
A 94 (30) 102 (27) 1,17 (0,84-1,63) 0,38 ND ND
TP53 Arg72Pro
Arg/Arg 65 (42) 64 (33) 1,00 1,00
Arg/Pro 73 (47) 113 (59) 0,65(0,41-1,02) 0,06 0,99(0,98-1,00) 0,08
Pro/Pro 18 (11) 16 (8) 1,12 (0,52-2,39) 0,76 1,00(0,99-1,01) 0,73

Arg/Pro+Pro/Pro 91 (58) 129 (67) 0,69 (0,44-1,07) 0,10 0,99 (0,98-1,00) 0,13

Alelos
Arg 203 (65) 240 (62) 1,00 ND ND
Pro 109 (35) 146 (38) 0,88 (0,64-1,20) 0,47 ND ND

*Ajustado por idade

Para a associacdo com prognostico do CaP de alto risco, os casos foram
estratificados de acordo com os niveis séricos de PSA, escore de Gleason e estagio
tumoral TNM, categorizados de forma binaria. Os resultados demonstraram ndo haver
associagéo entre os polimorfismos CDH1-160 C/A (Tabela 11) e TP53 Arg/Pro (Tabela
12) com as variaveis clinicopatologicas dos pacientes com CaP de alto risco. Como
também mostrou que a idade ndo influencia nos fatores que caracterizam o prognastico

do CaP associados com 0s gendtipos em estudo.



37

Tabela 11. Associacao entre variaveis clinicas de agressividade e o Polimorfismo
CDH1-160 C/A por regressao logistica ndo-condicional ndo ajustado e ajustado por

idade.
CDH1-160C/A  PSA'<20 PSA=>20 OR (I1C 95%) p OR (I1C 95%) p*
n (%) n (%)
cC 30 (47) 30 (50) 1,00 1,00
CA 29 (45) 25 (40) 0,86 (0,41-1,80) 0,69 0,99 (0,98-1,01) 0,85
AA 5(8) 6 (10) 1,20(0,33-4,36) 0,78 1,00 (0,98-1,02) 0,57
CA+AA 34 (53) 31 (50) 0,91 (0,45-1,84) 0,79 1,00 (0,99-1,01) 0,98
Gleason?<  Gleason >
8 8
n (%) n (%)
cc 46 (50) 26 (44) 1,00 1,00
CA 41 (44) 28 (48) 1,20 (0,61-2,38) 0,58 1,00 (0,99-1,01) 0,41
AA 6 (6) 5(8) 1,47 (0,41-5,30) 0,55 1,00 (0,98-1,02) 0,48
CA+AA 47 (50) 33 (56) 1,24 (0,64-2,39) 0,51 1,00 (0,99-1,01) 0,35
TNM? TNM
Localizado  Avangado
n (%) n (%)
cc 15 (65) 57 (44) 1,00 1,00
CA 7(31) 61 (47) 2,29(0,87-6,03) 0,09 1,01(0,99-1,02) 0,16
AA 1(4) 11 (9) 2,89 (0,34-24,22) 0,32 1,01(0,98-1,05) 0,30
CA+AA 8 (35) 72 (56) 2,36 (0,93-5,97) 0,06 1,01(0,99-1,02) 0,11

*Ajustado por idade; *Dados disponiveis para 125 amostras (PSA), 2Dados disponiveis para 152amostras;
Dados disponiveis para 152 amostras.
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Tabela 12. Associacdo entre variaveis clinicas de agressividade e o polimorfismo TP53
Arg72Pro por regressao logistica ndo-condicional com modelo néo ajustado e ajustado

por idade.
TPS3 Argrepro PS:(;)ZO P‘:A(OZ)Z °  OoRiGC®®%) p  ORICHW)  p*
Arg/Arg 28 (44) 28 (46) 1,00 1,00.
Arg/Pro 27 (42) 28 (46) 1,03 (0,49-2,18) 0,92 1,00(0,99-1,01) 0,63
Pro/Pro 9(14) 5(8) 0,55(0,16-1,86) 0,34 0,99 (0,97-1,01) 0,44
Arg/Pro+Pro/Pro 36 (56) 33 (54) 0,91 (0,45-1,85) 0,80 1,00(0,99-1,01) 0,88
Gleason’<8  Gleason > 8
n (%) n (%)
Arg/Arg 39 (42) 23 (39) 1,00 1,00
Arg/Pro 42 (45) 30 (51) 1,21 (0,60-2,43) 0,59 1,00(0,99-1,01) 0,46
Pro/Pro 12 (13) 6 (10) 0,84 (0,28-2,56) 0,77 0,99 (0,98-1,01) 0,79
Arg/Pro+Pro/Pro 54 (58) 36 (61) 1,13(0,58-2,20) 0,71 1,00 (0,99-1,01) 0,58
TNM? TNM
Localizado Avancado
n (%) n (%)
Arg/Arg 8 (35) 56 (43) 1,00 1,00
Arg/Pro 13 (57) 58 (45) 0,63 (0,24-1,65) 0,35 0,99 (0,97-1,00) 0,26
Pro/Pro 2(8) 15 (12) 1,07 (0,20-5,58) 0,93 0,99 (0,97-1,02) 0,85
Arg/Pro+Pro/Pro 15 (65) 73 (57) 0,69 (0,27-1,75) 0,44 0,99 (0,98-1,00) 0,31

*Ajustado por idade; 'Dados disponiveis para 125 amostras; 2Dados disponiveis 152amostras; 3Dados
disponiveis 152 amostras.
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DISCUSSAO

O CaP ¢ definido como uma doenca multifatorial que envolve fatores genéticos e
ambientais como o estilo de vida pessoal. A alta incidéncia dessa neoplasia, em grande
parte do mundo, chamou a atencdo para que as causas e os fatores de risco fossem
melhores compreendidos para o desenvolvimento de estratégias de prevencéo e deteccéo,
bem como a implantacdo de tratamentos eficazes portanto, os fatores de risco precisam
ser reconhecidos e gerenciados adequadamente para a escolha de um tratamento correto,
a fim de minimizar os efeitos adversos e a perda da qualidade de vida (DEAN; LOU,
2013; ADJAKLY etal., 2014; PERDANA et al., 2016).

Homens mais velhos sdo mais propensos a serem diagnosticados com CaP de alto
risco e ttm menor sobrevida global, por isso 0 CaP € considerado uma doenga de idosos.
A maioria dos homens s&o diagnosticados na idade de 65 anos ou acima, sendo que 6 em
10 casos de CaP sdo encontrados em homens com essa faixa etaria (MUHAMMAD D;
MUHAMMAD A, 2014; HUSSEIN et al., 2015, HOWLADER et al., 2012). Este achado
de risco aumentado entre homens, mais velhos, pode refletir o fato de que esses individuos
provavelmente ndo foram rastreados em idades mais jovens. Isso pode ser explicado pelo
fato de homens cuidarem menos da prépria satde que as mulheres, ja que 0s homens nao
possuem o habito de irem ao médico (PUNNEN; COOPERBERG, 2013).

Estudos na literatura apontam que 26% dos homens com pelo menos 75 anos de
idade possuem caracteristicas de CaP de alto risco, enquanto que nas faixas etarias abaixo
de 75 anos, a proporcdo de homens com caracteristicas de alto risco é inferior a 15%
(BECHIS; CARROLL, 2010; SUPIT et al., 2013). Visto que ha uma relacdo entre a idade
avancada ao diagndstico e CaP de alto risco, a média de idade dos pacientes do grupo
caso do nosso estudo foi avangada (67,8+7,5 anos). E para uma melhor correlacdo entre
0s grupos do estudo foi estabelecida uma idade minima de 60 anos para a construcao do
grupo controle, obtendo-se uma média de 68,3+6,6 anos.

A média dos niveis séricos de PSA também foram analisadas, pois o PSA é
considerado como um dos marcadores tumorais mais notaveis nas ultimas décadas, o que
tem aumentado significativamente 0 manejo do CaP, especialmente para a deteccéo
precoce desta doenca, apesar de sua baixa especificidade, com resultados falso-positivos
em pacientes com hiperplasia prostatica benigna (XU et al., 2013). Com a analise da
meédia dos niveis séricos de PSA das amostras, observou-se uma diferenca significativa

entre casos e controles (p=0,0001). Para o grupo caso houve uma variagdo no nivel sérico
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de PSA de 0,19 a 1.238 ng/mL (media 62,9 ng/mL), mostrando que a detec¢do do CaP
tem sido relatada mesmo com valores de PSA <4,0 ng/mL e que niveis elevados de PSA
sdo particularmente encontrados em pacientes com crescimento do volume prostatico,
uma vez que este aumento esta diretamente relacionado com a elevacao dos niveis séricos
desse antigeno (CHANG et al., 2014; FILELLA; FOJ, 2016). Para o grupo controle foi
utilizado um critério de inclusdo no valor de PSA < 2,5 ng/mL (média 1,08 ng/mL).

Diversas variacGes nos genes CDH1 e TP53 sdo associadas com desenvolvimento
de diferentes neoplasias, incluindo o CaP, em diversas partes do mundo e 0s SNPs CDH1-
160 C/A e TP53 Arg72Pro estdo entre os mais estudados e atraido a atencao de diferentes
grupos de pesquisa. No Brasil, até o conhecimento presente, ndo ha estudos de associagao
dos polimorfismos CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro com a susceptibilidade e
agressividade do CaP de alto risco. Os estudos brasileiros envolvem outros tipos de
cancer, como por exemplo o SNP CDH1 -160 C/A com a susceptibilidade de canceres
como de mama e o cancer gastrico (MACHADO et al., 2016; BORGES et al., 2010). J&
para TP53 Arg72Pro diversas pesquisas estudam as associacdes em neoplasias como de
bexiga, mama, cancer cervical, meduloblastoma, melanoma e outras doengas como a
sindrome mielodisplastica (GONCALVES et al., 2014; MACHADO-NETO et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2013; LAPRANO et al., 2014; CARVALHO et al., 2012;; SANTOS
etal., 2011).

Diante disso, nosso estudo teve o propoésito de avaliar a associacdo desses SNPs
com a susceptibilidade e o progndstico do CaP de alto risco em pacientes no estado do
Piaui. Nossos resultados ndo mostraram associacado estatisticamente significativa entre 0s
polimorfismos CDH1-160 C/A (OR=1,17; IC 95% 0,84-1,63; p=0,38) e TP53 Arg72Pro
(OR=0,88; IC 95% 0,64-1,20; p=0,47) com a susceptibilidade para o CaP na populacdo
em estudo. Ademais, ndo foi observada nenhuma associagdo desses SNPs com as
variaveis clinicas relacionadas com o prognostico do CaP de alto risco em pacientes do
estado do Piaui (p>0,05).

As frequéncias alélicas dos SNP CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro diferem
consideravelmente nas populagdes, variando entre os diversos grupos étnicos. A
frequéncia do alelo CDH1 -160A é observada com maior evidéncia nas populagdes
caucasianas e asiaticas, e pode estar relacionada com os antecedentes genéticos e a
exposicao ambiental (QUI-DENG et al., 2010). A frequéncia alélica para CDH1 do nosso
estudo foi consideravelmente similar as das popula¢Bes caucasianas, mas também se

aproximou das populagdes de africanos. Porém, sabe-se que a populacdo piauiense €
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bastante miscigenada com uma composi¢éo de 60% Europeia, 21,5% Africanos e 18,5%
de nativos americanos (LOPES et al., 2014). Para o SNP TP53 Arg72Pro a frequéncia do
alelo TP53 72Pro observada no nosso estudo foi semelhante as encontradas nas
populacdes de africanos. O alelo TP53 72Pro é menos prevalente em Europeus
comparado com individuos de ascendéncia africana, o que pode ser explicado pela
frequéncia do alelo TP53 72Pro diferir com a latitude, aumentando de forma linear nas
populacgdes que se localizam perto do equador (RICKS-SANTI et al., 2010).

As caderinas estdo entre as moléculas de adesdo mais importantes e melhores
examinadas que regulam a organizagao dos tecidos e influenciam o desenvolvimento do
cancer e metéstases. Desta forma, sdo responsaveis pela manutencdo do contato célula-
célula dentro de varios tecidos, e uma perda ou diminuicdo destas juncdes levam a uma
motilidade melhorada e permite as células ignorar o seu papel dentro de tecidos
organizados (KATTO; MAHLKNECHT, 2011).

O gene CDH1 é uma das caderinas cléssicas que desempenha um papel importante
no estabelecimento e manutencdo da adesao intercelular, polaridade celular e arquitetura
dos tecidos, age como um inibidor do fenotipo invasivo de células cancerosas. Alteracdes
genéticas ou epigenéticas em CDH1 ou alteracfes na expressao de suas proteinas, muitas
vezes resultam em distdrbios teciduais e invasdo aumentada de células tumorais
(PAREDES et al., 2012; ANURADHA; JAMES, 2013; LI et al., 2014). Sendo assim, 0s
padrdes de expressdo aberrantes e a baixa expressdo de CDH1 tém sido associados com
mau prognostico em pacientes com varios tipos de canceres epiteliais, incluindo CaP
(WANG et al., 2012; SCHNEIDER; KOLLIGS, 2014).

Resultados do nosso estudo ndo demonstraram associacao do SNP CDH1-160C/A
com a susceptibilidade para o CaP de alto risco tanto no modelo néo ajustado por idade
(OR=0,93; p=0,76), como no OR ajustado (OR=0,99; p=0,63). Contudo, esses resultados
foram semelhantes ao trabalho realizado por Cybulski et al. (2007), que também néo
observaram associacdo dessa variante com a chance do desenvolvimento do CaP na
populacdo da Pol6nia (OR=0,8; IC 95% 0,5-1,1; p=0,2). Porém, nossos resultantes
diferem da meta-analise realizada por Qi-Wen Deng et al. (2014), o qual indicaram que
portadores do alelo CDH1-160A (CA+AA) tem uma maior susceptibilidade de
desenvolver o CaP, comparados com os individuos homozigotos (CC) (OR=1,22 IC 95%
0,91-1,64; p=0,004). Nesse mesmo contexto, meta-anélises como as de Qiu et al. (2009);
Wang et al. (2012); Chang et al. (2014) observaram que o alelo CDH1-160A pode ser um

potencial fator de risco para o desenvolvimento CaP em europeus (OR=1,24; IC 95%
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1,08-1,43; p=0,003) e asiaticos (OR=1,54; IC 95% 1,23-1,93; p=0,001), mas ndo na
populagéo de africanos (OR=0,59; IC 95% 0,32-1,09; p=0,090). Yan et al. (2015),
observaram em um grupo de africanos que o SNP CDH1-160 C/A causa um efeito
protetor para o CaP ao fazer a comparacdo dos alelos (OR=0,65; IC 95% 0,44-0,97;
p=0,03).

No polimorfismo TP53 Arg72Pro, as duas variantes diferem na forma como
influenciam no processo celular. A variante Arg72 induz a apoptose cinco vezes melhor
do que a variante Pro72, provavelmente por meio de uma maior capacidade da variante
Arg72 se localizar na mitocéndria e aumentar a transcrigdo de varios genes regulados por
genes pré-apoptoticos. Esse SNP é o mais estudado do gene TP53, por estar associado
com a susceptibilidade para diferentes malignidades; embora as correlacbes entre o
desenvolvimento do céancer e essa variacdo do codon 72 tenham sido inconsistentes
(JEONG et al, 2010; QIAO et al., 2013).

Nosso estudo ndo observou associacdo do SNP TP53 Arg72Pro com a
susceptibilidade para CaP no modelo ndo ajustado (OR=0,69; p=0,10) e OR ajustado
(OR=0,99; p=0,13), resultados condizentes com o estudo realizado por Sivonova et al.
(2015), que ndo observaram associacdo dessa variante com o CaP quando o genoétipo
Pro/Pro foi comparado com genétipo Arg/Arg em caucasianos (OR=1,08, IC 95% 0,47-
2,44; p>0,05). A meta-analise realizada por Zhu et al. (2011), também ndo demonstraram
associacdo do SNP TP53 Arg72Pro com a susceptibilidade para o CaP e quando realizada
a estratificacdo por etnia ndo houve diferencas estatisticamente significativas na
distribuicdo dos gendtipos entre casos e controles (OR=1,24, IC 95% 0,93-1,65; p=0,54).
Entretanto, outros trabalhos mostraram uma correlacdo dessa variacdo genética com a
susceptibilidade ao CaP; como por exemplo o trabalho realizado por Bansal et al. (2012),
em uma populacdo indiana, mostraram que os individuos portadores do genotipo Pro/Pro
apresentaram uma chance mais elevada de desenvolver CaP (OR=2,59, IC 95% 1,17-
5,21; p=0,02). Ja a pesquisa feita por Ricks-Santi et al. (2010), indicaram que o alelo
TP53 72Arg foi encontrado significativamente associado com uma chance de CaP numa
populagéo de descendentes africanos (OR=1,53, IC 95% 1,02-2,29, p=0,04). Esse mesmo
resultado do alelo TP53 72Arg estd associado com o desenvolvimento do
adenocarcinoma de prostata também foi observado por Mohammad et al. (2014), na
populagédo Paquistanesa (OR=0,34, IC 95% 0,24-0,50; p<0,0001).

Os principais critérios utilizados para avaliar a progressdao do CaP sdo 0s niveis

séricos de PSA, escore de Gleason e estagio tumoral TNM, os quais sdo clinicamente
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utilizados para classificar os pacientes em diferentes grupos de riscos (baixo,
intermediério e alto risco). Além disso, esses trés fatores ajudam a direcionar o tratamento
adequado (WHITELAND et al, 2013; DRIVALOS et al, 2015). O CaP de alto risco
representa 15% de todos os diagnosticos, as defini¢cbes do CaP de alto risco incluem
pacientes com niveis sericos de PSA >20ng/mL ou escore de Gleason >8 ou estagio
clinico TNM (T2c/T3) da doenca. Pacientes com estas caracteristicas sdo mais propensos
a apresentarem um cancer mais agressivo, progredindo para metastase e morte,
independentemente da modalidade de tratamento primario escolhida (COOPERBERG,
2010; PUNNEN, 2013).

Nosso estudo também teve por objetivo associar os SNPs CDH1-160 C/A e TP53
Arg72Pro com prognostico do CaP de alto risco em pacientes por meio das variaveis
clinicas ja citadas: nivel sérico de PSA, escore de Gleason e estagio tumoral TNM. Para
a variacgdo do gene CDHL1 néo foi observada associagdo do SNP CDH1-160 C/A com as
varaveis clinicas PSA, escore de Gleason e TNM, mostrando que ndo ha uma correlacéo
desta variante com o prognostico do CaP de alto risco. Esses resultados foram
semelhantes ao trabalho de Li et al. (2006), que também ndo observaram associacédo
quando os casos foram estratificados pelo nivel sérico de PSA (p=0,369), pelo escore de
Gleason (p=0,342) ou pelo estagio tumoral (p=0,588). No entanto, analise realizada por
Chang et al. (2014), observaram que o alelo CDH1-160A esta associado com alto grau
patoldgico de CaP, incluindo um alto escore de Gleason (OR=1,61; IC 95% 1,07-2,42;
p=0,02) e estagio tumoral TNM (OR=1,56; IC 95% 1,17-2,08; p=0,003). Ja os resultados
do trabalho de Forszt et al. (2009) mostraram que o gendtipo CC esta positivamente
correlacionado com escore de Gleason (p=0,003), sugerindo uma influéncia na
progressdo do CaP.

Para 0 SNP do TP53 Arg72Pro também ndo foi observada associacdo
estatisticamente significativa com nenhuma das variaveis clinicas relacionadas ao
prognostico do CaP de alto risco em pacientes no estado do Piaui. Os resultados
corroboram com a analise realizada por Sun et al. (2010), que ndo demonstraram
associacgéo estatisticamente significativa na populagéo chinesa desse SNP com escore de
Gleason (p=0,923) e estagio tumoral TNM (p=0,850). Outros trabalhos também relataram
esses mesmos resultados, o estudo de Mittal et al. (2011) realizado em uma populacao do
norte da India também n&o observaram associagao estatisticamente significativa com SNP
TP53 Arg72Pro com algum grau do escore de Gleason com o CaP, similarmente, ndo foi

associado com metastase (p>0,05). Ademais, Rogler et al. (2011) também néo
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observaram correlagéo entre a distribuigc&o desse SNP com o escore de Gleason (p=0,718)
e 0 estagio tumoral TNM.

Alguns fatores podem influenciar os resultados dos estudos de associacOes, e
como jé citado anteriormente, os resultados em relacdo ao SNPs CDH1-160 C/A e TP53
Arg72Pro sdo controversos entre os diferentes trabalhos. Dentre os diversos fatores que
contribuem para os resultados divergirem, estdo os diferentes estilos de vida e
antecedentes genéticos das populacdes analisadas em cada estudo. Outras razfes para as
discrepancias, podem estar relacionadas com o tamanho amostral e até mesmo o tipo de
andlise estatistica realizada para defini¢do dos resultados.

Nosso estudo apresentou algumas limitagdes. O numero amostral do grupo caso
do nosso estudo é composto de 156 pacientes com CaP de alto risco e pode ser
considerado pequeno. Na literatura ha trabalhos com nimeros amostrais maiores, como
0s de Sun et al. (2014), um estudo retrospectivo, com 968 pacientes com CaP de alto
risco. Porém, ha trabalhos com nimeros amostrais inferiores e que mostram resultados
estatisticamente significativos como exemplo, trabalhos realizados Babaei et al. (2014)
com apenas 28 pacientes com CaP de alto risco, e outros estudos que englobam todos 0s
estagios tumorais como os Forstz et al. (2009); Rogler et al. (2010); Mohammad et al.
(2014), com um namero amostral de 100, 79, 120, respectivamente. Para a associa¢do
com prognostico foram utilizados apenas os pacientes com CaP de alto risco, pesquisas
posteriores seriam necessarias para uma melhor compreensao do papel dessas variacoes
nos diferentes grupos de risco (baixo e intermediario). Além disso, ndo foi realizada a
subestratificacdo da populacdo em estudo por grupos ancestrais. No entanto, como é
relatado por Lopes et al. (2014), 78,5 da populacdo Piauiense é em sua maioria de nao
negros (60% Europeus, 21,5 Africanos e 18,5 nativos americanos), por isso espera-se que
0S grupos caso e controle do estudo sejam compostos das mesmas proporcdes de
ancestrais. E evidéncias epidemioldgicas mostram o aumento da incidéncia do CaP em
afro-americanos em comparagdo com 0s americanos asiaticos. E possivel que essa
diferenga entre negros e brancos se dé em fungdo do estilo de vida ou dos fatores
associados a detec¢cdo da doenca, evidenciando que os fatores ambientais predominam
sobre a etnicidade das populacfes para a etiologia do cancer (KIMURA, 2012; ELLES et
al., 2014; FERLAY et al., 2015).
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CONSIDERACOES FINAIS

Em geral, os resultados sugerem que os SNPs CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro
ndo estdo associados com a susceptibilidade e o prognéstico do CaP de alto risco em
pacientes no estado do Piaui. Até nosso conhecimento ndo ha relatos de estudos da
associacdo dessas variacbes com o CaP de alto risco no Brasil, o que evidencia a
importancia de mais estudos nessa area e nos diferentes grupos de riscos. Sabe-se que a
populacéo brasileira é bastante heterogénica, e a realizacdo de estudos continuos seriam
fundamentais para uma melhor compreensao do papel que tais SNPs desempenham na
etiologia do CaP nos diversos grupos ancestrais.

Por meio dos objetivos propostos para esse estudo caso-controle, podemos
concluir:

- A frequéncia alélica do SNP CDH1-160 C/A no estado do Piaui ndo diferiu
estatisticamente com as encontradas em outras populacoes;

- A frequéncia alélica do SNP TP53 Arg72Pro no estado do Piaui diferiu
estatisticamente da frequéncia encontrada na populacdo de asiaticos e de indianos do
Norte da India;

- N&o foi observada associa¢do dos SNPs CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro com
a susceptibilidade do CaP de alto risco;

- Néo foi observada associa¢do dos SNPs CDH1-160 C/A e TP53 Arg72Pro com
as variaveis clinicas: niveis séricos de PSA, escore de Gleason e estagio tumoral TNM
relacionadas ao progndstico do CaP de alto risco em pacientes no estado do Piaui.
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