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AMACR em pacientes com cancer de prostata. 2018. 92 f. Dissertagdo (Mestrado em
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ABSTRACT

Por ser uma doenca heterogénea e multifatorial, o cancer de préstata (CaP) tem demandado a
busca por métodos de triagem mais especificos para o progndstico e agressividade da doenga.
Com o objetivo de contribuir para isso, este estudo avaliou variantes polimdrficas nos genes
PTEN (rs2735343), PI3K (rs2699887), AKT1 (rs2494750), AR (rs17302090) e
P504S(AMACR) (rs3195676) como possiveis marcadores moleculares de suscetibilidade,
prognostico e progressao para o CaP em um estudo do tipo caso-controle e transversal.
Amostras de sangue periférico foram obtidas de 277 pacientes que apresentaram confirmacao
histopatoldgica do carcinoma e seus controles pareados (PSA inferiores a 2 ng/mL). As
genotipagens foram realizadas por PCR em tempo real usando sonda de hidrélise. A
associacao entre a ocorréncia de CaP com as variantes polimorficas foi calculada por Odds
Ratio (OR) com intervalo de confianca de 95%, obtida por regressdo logistica multivariada
dos dados. Demonstraram associa¢do com protecdao para a doenga o0 gendtipo do gene AKT1
(CG; p=0,045), assim como os gendtipos associados dos genes AKT1+AR (CG+A; p=0,041).
A combinagdo dos genotipos com os dados histopatoldgicos do tumor indicou associacdo das
variantes alélicas de AMACR (GA p=0,033; GA+AA p=0,039) com protecdo para invasao de
vesicula seminal. Os polimorfismos combinados em pares foram associados com protecdo
para bilateralidade do tumor (AKT1+AR; p=0,042) e (PI3K+AR; p=0,040) e para invasdo de
vesicula seminal (AKT1+AR; p=0,043) e (AKT1+AMACR; p=0,015). As combinacdes dos
genotipos (PTEN+AMACR; p=0,049) e (PTEN+AR; p=0,042; p=0,039) foram associadas a
risco para extensdo extracapsular. Os dados obtidos permitem inferir que os SNPs estudados
dos genes AKT1(CC), AMACR (GA e GA+AA) e PI3K (GG) estdo associados a melhor
prognostico e a CaP ndo agressivo, enquanto a associacdo de genotipos dos genes
PTEN+AMACR (CG+GG) e PTEN+AR (CG+G e CG+A) estdo associados a pior
prognostico dos pacientes. Portanto, esses polimorfismos merecem novos estudos para serem
confirmados como marcadores de suscetibilidade e prognosticos para CaP.

Palavras-chave: SNP. Parametros histopatoldgicos. Prognéstico. Gene AKT1. Gene PTEN.
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RESUMO

for more specific screening methods for the prognosis of the disease. In order to contribute to
this, the present study evaluated polymorphic variants in aggressiveness (rs2735343) PTEN,
(rs2494750) AKT1, (rs2699887) PI3K, (rs17302090) AR and (rs3195676) P504S (AMACR)
genes as potential molecular markers of susceptibility, prognosis and progression to PCa in a
case-control and cross-sectional study. Peripheral blood samples were obtained from 277
patients who presented histopathological confirmation of the carcinoma and their matched
controls (PSA less than 2 ng/mL). Genotyping were performed by real-time PCR using
hydrolysis probe. The association between the occurrence of PCa and polymorphic variants
was calculated by Odds Ratio (OR) with 95% confidence interval, obtained by multivariate
logistic regression of the data. The AKT1 gene genotype (CG; p = 0.045), as well as the
associated genotypes of the AKT1+AR genes (CG+A; p = 0.041) shown protection to the
disease. The combination of the genotypes with the histopathological data of tumor indicated
association of the allelic variants of AMACR (GA p = 0.033, GA+AA p = 0.039) with
protection for seminal vesicle invasion. Combined polymorphisms in pairs were associated
with protection for tumor bilateral (AKT1+AR; p = 0.042 and PI3K+AR; p = 0.040) and for
seminal vesicle invasion (AKT1+AR; p = 0.043) and (AKT1+AMACR, p = 0.015). The
combinations of genotypes (PTEN+AMACR; p = 0.049) and (PTEN+AR; p = 0.042; p =
0.039) were associated with risk for extracapsular extension. The data obtained allow us to
infer that the studied SNPs of the AKT1 (CC), AMACR (GA and GA + AA) and PI3K (GG)
genes are associated with a better prognosis and non-aggressive CaP, whereas the association
of genotypes of the PTEN + AMACR (CG + GG) and PTEN + AR (CG+G and CG+A) are
associated with poorer prognosis. Therefore, these polymorphisms deserve further studies to
be confirmed as markers of susceptibility and prognosis for CaP.

Key words: SNP. Histopathological parameters. Prognosis. AKT1 gene. PTEN gene.
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1 INTRODUCAO

O céncer de prostata (CaP) é o segundo tipo de tumor mais frequente na populacéo
masculina e a quinta causa de morte devido ao cancer (TORRE et al., 2015). No Brasil, apds o
cancer de pele ndo melanoma, o cancer de prostata € o mais incidente em homens, estimam-se
68.220 casos novos de CaP para cada ano do biénio 2018-2019 o que representa uma incidéncia
de 66,12 casos a cada 100 mil homens; anualmente, 13.772 homens vdo a Obito em
consequéncia deste tumor no Brasil (INCA, 2018).

Mais do que qualquer outro tipo, o CaP é considerado um cancer da terceira idade, ja
que cerca de trés quartos dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos (INCA, 2014). Os
mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese e na progresséo desta doenca ainda ndo
foram totalmente esclarecidos. Sabe-se que é uma doenca heterogénea, pois o tumor pode ser
latente (com crescimento lento e ndo atrapalhar a qualidade de vida e sobrevida do paciente)
ou agressivo (de crescimento rapido e levando o individuo a 6bito em consequéncia do tumor)
(CRAWFORD, 2009).

A triagem para este tipo de tumor vem sendo realizada por dois exames principais, 0
Toque Digital Retal e 0 Antigeno Prostatico Especifico (do inglés, prostate specific antigen -
PSA). Entretanto, estudos recentes demonstraram que a inclusdo do exame PSA na triagem tem
ocasionado, devido a sua baixa especificidade, o diagndstico e tratamento de milhares de
homens com a forma latente da doenca; ou seja, milhares de pacientes vém sendo
diagnosticados e tratados desnecessariamente. Além disso, foi demonstrado que a inclusdo
deste exame na triagem praticamente ndo promoveu impacto na reducdo da mortalidade devido
a doenca (SAINI, 2016).

Os fatores mencionados implicaram no ndo aconselhamento do uso do PSA para
rastreamento do CaP em varios paises, incluindo o Brasil (USPSTF, 2012; INCA, 2013).
Entretanto, até o momento, este € o melhor marcador disponivel e o mais utilizado para
acompanhamento do paciente pos-diagndstico (HALPERN et al., 2017). Em vista disso, a
descoberta de novos marcadores € imprescindivel para tornar o diagnostico e tratamento desta
doenca mais precisos, o que tem estimulado pesquisas em todo o mundo. A busca por
marcadores moleculares tem se intensificado nos ultimos anos, com o objetivo principalmente
de se encontrar biomarcadores pouco invasivos, de baixo custo, que sejam sensiveis/especificos
e diferenciem os casos de tumores de prostata latentes e agressivos (WHO, 2017; LIU et al.,
2009).
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Diante dos desafios clinicos para triagem, diagndéstico, prognostico e tratamento do CaP,
0 presente estudo teve como objetivo a busca de novos marcadores moleculares para esta
doenca. Foram escolhidos os genes PTEN, PI3K, AKT1, AR e P504S (AMACR), nos quais
foram investigados polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) como potenciais marcadores
para este carcinoma, contribuindo para melhorar o progndstico dessa doenca, assim como
compreender fatores bioldgicos que possam influenciar no desenvolvimento e progressao deste

tipo tumoral.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Epidemiologia do cancer de prostata

O CaP é um problema de satde publica mundial, sendo o segundo tipo mais comum de
tumor solido, atrds somente das neoplasias pulmonares, e a quinta causa de morte relacionada
ao cancer em homens. Globalmente foram diagnosticados um milh&o e cem mil novos casos
em 2012 (TORRE et al., 2015). A taxa de incidéncia do CaP nos paises desenvolvidos é maior
do que a dos paises em desenvolvimento. Embora as taxas de incidéncia e mortalidade variem
substancialmente na populacdo, como por exemplo nas regides leste e centro-sul da Asia, a

populacdo afro-americana é a mais acometida (Figura 1) (REBBECK, 2017).

Figura 1 — Frequéncias de incidéncia e mortalidade devido ao cancer de prostata em

diferentes regi6es do mundo. Taxa padronizada por 100.000 homens
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O Instituto Nacional de Cancer (INCA), 6rgao do Ministério da Salude responsavel pela
prevencdo e controle de cancer no Brasil, apontou o cancer de préstata como o mais incidente
em todas as regides do pais, e estimou para 2018 o surgimento de 68.220 novos casos. Em
média 13.772 individuos vao a ébito por ano no Brasil, em consequéncia deste tumor (INCA,
2018).

A taxa de desenvolvimento do carcinoma prostatico varia substancialmente de acordo
com idade, fatores geograficos, suscetibilidade genética, exposi¢do a diferentes fatores de risco
como exposicdo ambiental e obesidade, considerados fatores de risco primarios no
desenvolvimento do CaP (REBBECK, 2017; O’CONNOR, 2015).

O fator de risco mais conhecido para CaP é o envelhecimento, uma vez que o CaP é
raramente diagnosticado antes dos 45 anos. Nas comunidades ocidentais, a taxa de incidéncia
acomete principalmente homens entre os 65 e 75 anos. Dados presentes na literatura,
demonstram que a alta incidéncia do CaP associada ao aumento da idade pode ocorrer em
consequéncia do acimulo de danos no DNA (O’CONNOR, 2015). Uma meta-andlise feita a
partir de 29 estudos realizados em mais de 20 paises, que consistiu em autdépsia em homens que
morreram por outras causas e apresentavam alteracdes malignas na préstata, demonstrou que
5% (IC 95%: 3-8%) possuiam menos de 30 anos e 59% (IC 95%: 48-71%) mais de 79 anos
(BELL et al., 2015). Isso confirma um dos maiores dilemas atuais no diagnostico de CaP: a
maioria dos homens que sofre de CaP morre com a doenca, ndo da doenca. A questdo da
pesquisa neste tipo de tumor é a identificacdo de testes discriminatorios que possam prever com
precisdo o CaP letal e indolente.

Além da idade, o histérico familiar de cancer positivo é outro fator de risco bem
estabelecido para CaP. Homens que possuem parentes de primeiro grau afetados carregam um
risco aumentado de duas a trés vezes de serem diagnosticados com a doenca. Foi estimado que
5-10% dos casos de CaP possuem causa hereditaria (CREMERS et al., 2016), mas a
identificacdo de genes envolvidos na transformacao maligna da prostata parece ser muito mais
problematica do que, por exemplo, para o cancer de mama. Aparentemente, o cancer de prostata
familiar € uma doenca muito heterogénea com contribui¢es de muitos loci genéticos, quando
comparado a outros tipos de cancer (LIU et al., 2011).

A incidéncia do CaP também varia de acordo com a ancestralidade da populacdo. Os
homens afro-descendentes possuem niveis elevados de testosterona, que foram associados com
aumento de risco de CaP. Este tipo de tumor € menos incidente em homens de descendéncia
asiatica, enquanto aqueles que vivem na América do Norte e no Norte Europeu tém um alto

risco de CaP. Isto é ilustrado mais claramente por resultados de estudos de migracdo, que
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reportaram a baixa incidéncia de cancer em homens asiaticos e alta incidéncia em asiaticos que
migraram para os EUA, devido a mudanca no estilo de vida e a exposic¢ao a novos fatores de
risco, apresentando aumento significativo de CaP. No entanto, a taxa de incidéncia ainda é
menor em asiaticos que vivem na América do Norte quando comparados aos americanos
nativos (COOK; GOLDOFT, SCHWARTZ et al., 1999).

A obesidade é um fator frequentemente associado ao CaP avancado e este fato pode ser
consequéncia do sobrepeso influenciando os niveis de hormonios esteroides e fatores de
crescimento, como a insulina e leptina, promovendo o crescimento desordenado das células.
Além disso, a obesidade esta associada a um menor nivel de testosterona. Os baixos niveis de
testosterona nao parecem ter um forte efeito sobre o risco de CaP, mas a diminuicdo deste
horménio pode facilitar o crescimento da prdstata menos diferenciada, resultando em um
fendtipo agressivo do cancer (RODDAM et al., 2008). A obesidade também esta associada com
um estado inflamatorio crénico de baixo grau. A ativacdo das vias inflamatdrias pode levar a
desregulacdo de genes e promover o desenvolvimento do cancer (SFANOS; ISAACS,
MARZO, 2013). Um estudo de meta-analise envolvendo 11.149 homens confirmou a hipotese
de CaP avancado relacionado com obesidade, demonstrando um risco de 8% para homens com
aumento de 5 kg/m? no indice de massa corporal (IMC) (THOMPSON et al., 2003).

Embora o diagnostico e tratamento para CaP tenham evoluido, a etiologia e patogénese
da doenca ainda nao foram completamente elucidadas. Além disso, até o presente momento 0s
casos metastaticos sdo dificilmente curaveis. A identificacdo de novos marcadores moleculares
contribui para um prognostico e diagnéstico mais confiavel, como também pode permitir
selecionar o melhor método terapéutico. O cenario ideal seria um painel de marcadores
moleculares auxiliando na identificacdo da suscetibilidade, progndstico e diagndstico da doenga
(PONIAH etal., 2017).

2.2 Prostata

A prostata é uma glandula exdcrina que auxilia no sistema genital masculino. Localiza-
se na parte baixa do abdémen, em frente ao reto, embaixo da bexiga, envolvendo a por¢do
inicial da uretra. A prostata se desenvolve no periodo gestacional e até o nascimento tem cerca
de 1,5 g, permanecendo assim até a puberdade precoce, quando em uma fase de crescimento
aumenta de tamanho para uma média de 20 + 6 g em adultos jovens (JARVIS; CHUGHTAI,
KAPLAN, 2015).

O crescimento prostatico depende de horménios masculinos denominados androgenos,

sendo o principal deles a testosterona produzida nos testiculos, que sera convertida em di-
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hidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-alfa redutase. A DHT atua na ativacao do receptor de
androgeno com importante papel na transcricdo de genes alvo especificos da prostata,
relacionados com proliferacdo e progressdo celular e transcricdo do antigeno prostatico
especifico (PSA) (ROBBINS et al., 2016).

Histologicamente a prostata € composta pelo estroma fibromuscular e pelo epitélio
glandular. O estroma fibromuscular envolve a glandula, que pode ser dividida em quatro
regides: zonas periférica, central, transicional e anterior, esta Gltima também denominada
fibromuscular. Todas possuem atividades biolégicas e anatomia diferentes (Figura 2). Com
excecao da zona anterior, a prostata é constituida de tecido glandular com epitélio colunar
pseudoestratificado secretor, incorporado pelo estroma fibromuscular. Em razdo dessas
divergéncias teciduais da prdstata, as lesdes proliferativas se comportam diferentemente em
cada regido; na zona de transicdo normalmente ocorrem processos de hiperplasias, enquanto a
maioria dos adenocarcinomas tém origem na zona periférica. Os processos patoldgicos que
afetam a prdstata com maior frequéncia sdo o aumento nodular benigno, tumores e inflamacéo.
No entanto, 0 mais comum dos trés é o aumento nodular benigno que, devido a sua elevada
incidéncia na populagdo masculina idosa, pode ser considerado um processo normal do
envelhecimento (FRANZ et al., 2013). O estroma fibromuscular além de dividir a glandula,
possui atividade contratil, auxiliando na eliminacédo do fluido seminal durante a ejaculacdo. O
epitélio glandular consiste em 70% da prdstata e possui quatro tipos de células: (1) as secretoras,
que produzem as enzimas (fosfatase acida e PSA) e secrec¢des prostaticas; (I1) células basais,
que sdo precursoras das células secretoras; (I11) células neuroendocrinas, produtoras de
substancias como serotonina, hormdnio tireotrofico e calcitonina e (1V) as células transicionais,
localizadas ao redor da uretra supramontanal, regido que compde cerca de 5% da préstata e é
formada por dois ductos mais complexos e sistema acinar mais desenvolvido (MCNEAL,
1988).

A principal funcdo da préstata é produzir a proteina PSA, que compde o fluido seminal
(cerca de 20% do volume) um liquido ligeiramente &cido (pH 6 ~ 6,4). O liquido seminal,
produzido pelo tecido glandular prostatico, drena para 12 a 20 ductos excretores e, entdo, para
a uretra (SCHROEDER, 2008; VANACORE et al., 2017). O PSA ¢ a principal proteina do
sémen, com uma concentracao que varia entre 0,5 e 2,0 mg/mL, aproximadamente um milh&o

de vezes mais que sua concentracdo plasmatica (LOVGREN et al., 1999).
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Figura 2 — Zonas da glandula prostatica humana: posicéo e relagdo com outros

Orgaos.
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Fonte: Franz et al. (2013)

Como a proéstata possui vasos sanguineos, a enzima consegue com facilidade atingir a

corrente sanguinea, onde se detecta pequena quantidade de PSA livre. Outra forma de PSA

presente na corrente sanguinea € a complexada com outras proteinas, porém em menor

quantidade, pois torna-se uma molécula grande e com dificuldade de atravessar a membrana

dos vasos sanguineos. Quando ocorre lesdo na membrana da préstata, a perda da arquitetura

tecidual facilita o0 acesso do PSA complexado ao espago extracelular e a corrente sanguinea,

(STAMEY et al., 1988), o que leva ao seu uso como biomarcador.

Em casos de alteracbes na prostata, 0 PSA complexado se encontra aumentado. No

entanto, devido a dificuldade em se analisar todas as proteinas com as quais 0 PSA se complexa,

é realizada a dosagem total do PSA no soro, a qual é obtida através da soma do PSA complexado
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e PSA livre. Este resultado sugere ao clinico possiveis alteracGes na préstata (STENMAN;
2001).

2.2.1 Cancer de proéstata

O céncer é uma doenca caracterizada pelo crescimento desregulado das células que véo
gerar clones com crescimento autdnomo e com capacidade de invasdo e metastase em outros
tecidos (WEINBERG, 2007).

Na maioria dos casos, 0 CaP possui uma taxa de evolugéo lenta, a forma indolente. No
entanto, também pode manifestar-se de forma agressiva com potencial para invasdo de 6rgédos
vizinhos como vesiculas seminais, bexiga e reto. As células de CaP se disseminam por meio da
corrente sanguinea e formam metéastases, principalmente nos linfonodos e ossos (PONIAH et
al., 2017).

Devido a alta incidéncia e mortalidade por CaP nos Estados Unidos da América (EUA),
métodos de diagnostico para a doenca foram implementados na década de 1980. Os protocolos
iniciais para triagem consistiam exclusivamente no exame toque retal (TR), que fornece
informacdes quanto ao tamanho, consisténcia, assimetria glandular e irregularidade superficial
do dérgdo. A importancia do TR se justifica pelo fato de que cerca de 80% das transformacdes
malignas ocorrem nas células secretoras da regido periférica da prostata, podendo ser apalpadas
através do reto. No entanto, o TR possui limitacGes, podendo apresentar um resultado falso-
negativo quando o tumor ndo esta localizado na zona periférica da prostata, que neste caso
mantém a caracteristica conservada da glandula na periferia (HALPERN et al., 2017). Devido
a auséncia de beneficios relacionados com a mortalidade, foram requeridos novos exames que
proporcionassem melhor taxa de sobrevida aos individuos.

No inicio dos anos 90 o exame de PSA foi inserido no mercado; este método de
diagnostico devido a sua alta sensibilidade, proporcionou muitos casos de super-diagnéstico e
super-tratamento de pacientes com a doenca clinicamente indolente (BERMAN; EPSTEIN,
2014).

Os marcadores para doencas sdo classificados pelo servico preventivo dos EUA
(USPSTF, do inglés The U.S. Preventive Services Task Force), em ordem crescente de
recomendacéo, em graus que variam de A a D e marcador I. O exame PSA foi reclassificado
em 2012 por esta agéncia, em grau D, indicando que este método nédo apresenta beneficio ao
paciente. Segundo o USPSTF, o rastreamento baseado na quantificacdo do PSA plasmatico
resulta na deteccdo de mais casos de CaP, mas sua capacidade de diminuir a mortalidade ¢

minima. Estes achados se tornam mais relevantes ao se considerar que a terapia para o CaP
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pode ocasionar efeitos adversos importantes na vida do homem, como incontinéncia urinaria e
impoténcia sexual (USPSTF, 2012).

No entanto, a USPSTF ndo abordou explicitamente o TR, sugerindo novas pesquisas
para avaliar seu papel como exame na triagem. Aproximadamente 18% dos exames de TR
revelam CaP, independentemente do nivel de PSA estar alterado, sendo o tumor detectado
exclusivamente através do TR (HALPERN et al., 2017).

Atualmente a biopsia por agulha, realizada preferencialmente por via transretal guiada
pela ultrassonografia, é considerada o padrdo-ouro para diagnéstico definitivo para CaP. Por se
tratar de exame invasivo com riscos de complicacOes, sua realizacdo deve ser limitada a
pacientes com suspeita de CaP, determinada por alteracGes malignas previamente confirmadas
por exames de triagem. O resultado da bidpsia é obtido através da analise morfol6gica das
células prostaticas, e calculo do escore de Gleason (VANACORE et al., 2017).

O escore de Gleason permite classificar o tumor de acordo com seu grau relativo de
diferenciacdo baseado em sua aparéncia microscopica. Esta pontuacéo é obtida através da soma
das caracteristicas celulares mais presentes na amostra. O padrdo arquitetural da amostra
consiste de grau 1 quando é bem diferenciado e grau 5 pobremente diferenciado (Figura 3)
(EPSTEIN et al., 2016; SAINI, 2016).

A Sociedade Internacional de Urologia Patoldgica (ISUP) (do inglés, International
Society of Urological Pathology) adotou em 2014 um novo sistema de classificagdo para CaP
e posteriormente foi incorporado a classificacdo atual da OMS, fornecendo uma classificacdo
mais simples e também uma estratificacdo tumoral mais precisa (EPSTEIN et al., 2016).
Anteriormente eram reconhecidos cinco padrées morfoldgicos do CaP que, quando combinados
em pares, geravam um escore final que variava de 2 a 10 (por exemplo 1+1=2, 3+4=7, 4+5=9).
Com a evolugdo da medicina e das tecnologias, pesquisadores passaram a considerar que 0s
padrbes 1 e 2 eram alteragdes precoces, que ndo correspondiam necessariamente ao cancer, e
foram retirados da classificagdo. Assim, atualmente o grau varia de 6 (3+3=6) até 10 (5+5=10)
(HUMPHREY et al., 2016).

Embora seja um poderoso indicador de prognoéstico, o escore de Gleason ndo pode
prever agressividade da doenca e pacientes com tumores com padrBes histopatologicos

semelhantes, ndo necessariamente percorrerdo 0 mesmo caminho clinico (SAINI, 2016).
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Figura 3 — Classificagcdo morfoldgica de células da prostata

1- Glandulas pequenas e uniformes; 2- Estroma entre as glandulas; 3- Margens distintamente
infiltradas; 4- Massas irregulares de glandulas neoplésicas; 5- Apenas ocasionalmente formacgéo
de glandulas.

Fonte: Gleason (1977)

A anélise do estadiamento do CaP constitui uma fase obrigatoria apds o diagndstico
para o planejamento terapéutico e a avaliacdo prognostica. A classificagdo utilizada atualmente
é a TNM da UICC (Union for International Cancer Control), versdo 2009. O estadiamento ira
avaliar o tamanho do tumor primério (T), o comprometimento dos linfonodos (N) e a existéncia
de metéstase (M) (Tabela 1) (HAAS et al., 2008).

Segundo a Sociedade Europeia de Urologia e a Sociedade Americana de Urologia, 0s
pacientes com CaP clinicamente confinado (T1-T2), escore de Gleason < 6, trés ou menos
bidpsias envolvidas com cancer, sendo que menos de 50% dessas bidpsias devem estar
envolvidas com cancer e PSA < 10 ng/mL, s&o considerados de baixo risco. Os pacientes com
CaP de alto risco ou metastatico, sdo os que apresentam o estagio clinico T > T2c¢ e/ou escore

de Gleason > 8 ¢/ou nivel de PSA > 20ng/mL. Existem ainda casos considerados de médio
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risco, que sdo 0s pacientes que apresentam tumor agressivo com escore de Gleason igual a 7
(que pode resultar da soma 3+4 ou 4+3), sendo este Gltimo, de pior prognostico porque o padrédo
histol6gico mais agressivo (4) € o predominante (HEIDENREICH et al., 2011; MOHLER et
al., 2010; THOMPSON et al., 2007).

FIGURA 4 - Estadiamento do cancer de prostata baseado em TNM (tamanho, acometimento

de linfonodos e presenca de metastase)
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Fonte: Cancer Research UK (2016)
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Tabela 1 - Classificagdo TNM do cancer de prostata

T — Tumor primario: Utilizado para descrever o tamanho do tumor.

TX

O tumor primario ndo pode ser avaliado.

TO

Nao héa evidéncia de cancer.

T1

O tumor € muito pequeno para ser visto em uma varredura, ou sentido durante o exame

de toque da prostata (Figura 4a).

T1a Achado por outros motivos; ocupa menos de 5% do tecido ressecado.

T1b Achado por outros motivos; corresponde a mais de 5% do tecido ressecado.

T1c Achado por bidpsia de agulha, ap6s um nivel elevado de PSA.

T2

O tumor estd completamente dentro da prostata (Figura 4a).

T2a tumor localizado em apenas metade de um lado da préstata.

T2b tumor localizado em mais da metade de um lado da prostata.

T2c¢ tumor ocupa ambos os lados.

T3

Tumor se estende a capsula da prostata (Figura 4a).

T3a Extensao extracapsular (uni ou bilateral).

T3b O tumor invade as vesiculas seminais.

T4

Tumor esta fixo ou invade outras estruturas adjacentes, que ndo as vesiculas seminais:
colo vesical, esfincter externo, reto, musculos elevadores e/ou parede pélvica (Figura
4b).

N - Linfonodos regionais: S&o nddulos da pelve verdadeira, 0os quais sdo essencialmente os

nodulos abaixo da bifurcacéo iliaca comum (Figura 4c).

NX | Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
NO | Auséncia de metastase no linfonodo.
N1 Metastase em linfonodo regional.

M - Metastase a distancia: Quando o tumor estd presente em mais de uma localizagéo

(Figura 4d).
MO Auséncia de metastase.
M1 Metastase a distancia.

M1a linfonodos néo regionais.

M1b Osso (s).

Mi1c Outra (s) localizagéo (Ges).

Fonte: Cancer Research UK (2016)
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2.2.2 Biomarcadores para cancer de prdstata

O Instituto Nacional de Cancer Americano (NCI) (do inglés, National Cancer Institute)
define como biomarcador uma molécula biolégica que possa ser identificada nos fluidos
corporais, sangue e tecidos, e possa ser precisamente medida, comprovando um processo
bioldgico normal, alterado ou patoldgico (SAINI, 2016).

O biomarcador ideal deve possuir maltiplas caracteristicas, como: 1) especificidade para
a doenca; 1) pouco invasivo; Ill) economicamente viavel; V) ensaio reprodutivel com alta
sensibilidade e especificidade; V) correlacdo verdadeira com o resultado da doenga (LIN, 2009).

No caso de marcador tumoral, considera-se um marcador ideal aquele que se encontra
em niveis alterados somente em caso de malignidade, preferencialmente nos estagios iniciais
do processo neoplasico e ndo sofre alteracdo em doenca inflamatoria ou infecciosa (PONIAH
etal., 2017).

Na prética clinica, o uso de marcadores sdo de extrema importancia, pois eles podem
prever individuos com maior suscetibilidade para desenvolver cancer, distinguir os estagios da
doenca e também selecionar o melhor tratamento para cada caso, ao invés de escolher um
tratamento baseado em estatistica populacional (SCHROEDER, 2008). Segundo o FDA (2018),
0s biomarcadores para cancer podem ser classificados em sete categorias: monitoramento,
toxicidade, diagnostico, suscetibilidade/risco, prognéstico, preditivo e  resposta
farmacodindmica. No entanto, varios autores discutem principalmente a importancia de trés
categorias: prognéstico, preditivo e farmacodinamico (ESFAHANI; ATAEI, PANJEHPOUR,
2015; MADU; LU, 2010; SAWYERS, 2008). Os biomarcadores prognosticos preveem o curso
natural do cancer e permitem inferir o resultado do tumor. Os preditivos avaliam a possivel
vantagem de um tratamento personalizado. Os impactos terapéuticos de uma droga em um
tumor sdo avaliados por biomarcadores farmacodinamicos; esses biomarcadores tém como
objetivo determinar a dosagem adequada do farmaco para o tratamento do tumor (ESFAHANI,
ATAEI, PANJEHPOUR, 2015).

A Dbusca por marcadores moleculares tumorais é amplamente estudado e os
polimorfismos genéticos tém se destacado nesse sentindo, pois sua presenca pode ter grande
impacto nos niveis de proteinas. As alteracdes genéticas no cancer podem oferecer maneiras de
identificar os trés tipos de marcadores. No caso de marcadores preditivos esses esfor¢os foram
bem sucedidos para alguns tipos de cancer, como por exemplo, o cancer de mama e ovario
hereditéario que envolvem os genes mutados BRCAL e BRCA2 (TOSS et al., 2015).
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Ao contrario do cancer de mama familiar que possui alto risco de desenvolvimento
tumoral para os individuos que possuem mutacGes patogénicas, o CaP é uma neoplasia
heterogénea com multiplos fatores de risco envolvidos (SAINI, 2016).

O primeiro marcador para diagnéstico de CaP foi identificado no soro em 1930 e
denominado Fosfatase Acida Prostatica (PAP, do inglés prostatic acid phosphatase), cujos
niveis se encontravam elevados em pacientes com metéstase. Em 1980, foi substituido pelo
PSA que ainda ¢ o marcador mais utilizado na prética clinica. O PSA é uma glicoproteina
codificada pelo gene peptidase 3 de calicreinas (KLK3), secretada pelas células epiteliais da
prostata com funcdo de liquefazer o sémen. O método de diagndstico baseado no PSA foi
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1994, que definiu em 4ng/mL seu
limite superior normal. Contudo, a especificidade do PSA ¢ limitada, sendo a bidpsia positiva
em somente 25% dos pacientes com concentracOes séricas de PSA entre 2 e 10 ng/mL (TORRE
et al., 2015).

Estudos demonstram que ndo existe relacdo entre os niveis de PSA e o desenvolvimento
maligno da doenca, pois embora o0 PSA seja uma enzima especifica da prostata, ndo é marcador
especifico para o cancer. O aumento nos niveis de PSA pode ser explicado por outras condi¢6es
que ndo o cancer, como prostatites, aumento nodular benigno (hiperplasia benigna), bidpsias de
préstata, medicamentos e cirurgias (HENDRIKS; VAN OORT, SCHALKEN, 2017).

Devido a essa caréncia de especificidade, o0 PSA ndo proporciona aos pacientes uma
reducdo substancial nos indices de mortalidade. Os niveis elevados de PSA podem sugerir
tratamento de casos de CaP que ndo comprometeriam a qualidade de vida do paciente. As
preocupac0es acerca da triagem de CaP baseada no ensaio de PSA decorrem, em grande parte,
do alto grau de super-diagnostico e consequéncias causadas pelos procedimentos cirdrgicos ou
farmacologicos, sem a real necessidade, pois se trata de um tumor indolente, de evolugéo lenta
que néo iria interferir na qualidade de vida dos pacientes (HAMDY et al., 2016).

Embora seja compreendida a baixa especificidade do PSA em distinguir os diferentes
graus de alteracdes prostaticas, ele é o biomarcador mais utilizado até o momento (SAINI, 2016)
pois a quantificacdo desta enzima € uma importante ferramenta para acompanhamento de
progressao da doenca e andlise de recidiva do tumor e vigilancia ativa (VA).

O objetivo da VA é reduzir o tratamento excessivo em pacientes com o tumor confinado
e de baixo risco, sem descartar tratamento curativo caso o paciente apresente evolugdo do tumor
(WELTY; COOPERBEG, CARROLL, 2014). De acordo com diferentes estudos, a VA mostra-
se uma alternativa factivel e segura comparada & intervencao radical imediata nos pacientes

com tumores de baixo risco (KLOTZ et al., 2015). Embora as taxas de mortalidade ainda sejam
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incertas, a conduta da vigilancia reduz os efeitos adversos do tratamento radical e tem potencial
de manter a qualidade de vida sem alterar as taxas de sobrevida cancer-especifica (HALPERN
etal., 2017).

Dados de estudos prospectivos sugerem que 41% a 80% dos homens submetidos a
tratamento ativo (cirdrgico ou radioterapico) para tumores indolentes estariam sendo tratados
desnecessariamente. Essa afirmacdo tem suporte em estudos que avaliaram os resultados
clinicos de grupos de pacientes submetidos ao regime de VA, revelando sobrevida cancer-
especifica de 100% em 2 anos, 99,7% em 5 anos e 97,2% em 10 anos (KLOTZ et al., 2015;
TOSOIAN et al., 2016).

Atualmente na prética clinica ja estdo disponiveis novos marcadores aprovados pelo
FDA que podem ser obtidos a partir de amostras do sangue e urina. O Antigeno do Cancer de
Prostata 3 (PCA3) aprovado pelo FDA em 2012, é um RNA ndo codificante de funcéo
desconhecida, altamente expresso em individuos com tumor maligno e com baixo nivel de
expressdo em casos de aumento nodular benigno. E indicado quando o paciente apresenta
suspeita de tumor, porém, com exames como bidpsia, PSA e TR negativos (LOEB et al., 2016;
SAINI, 2016). A desvantagem deste exame, é o desconforto proporcionado ao paciente em sua
execucao, pois é necessario massagem na prostata antes da coleta da urina para melhor
sensibilidade do exame. A massagem € um procedimento importante, pois ira liberar as células
epiteliais da préstata através do ducto prostatico para o trato urinario, permitindo a quantificacao
da expressao de PCA3 (GEN-PROBE® 2010).

Em 2012 também foi aprovado pelo FDA o indice de Satde da Prostata (PHI), que
consiste em um célculo utilizando marcadores da prostata por meio da seguinte formula
matemética: ([—2]proPSA/free PSA) x VPSA, onde:

e [-2] proPSA = Precursores inativos de PSA, também chamados de p2PSA,;

e Free PSA = PSA livre;
e PSA=PSA total;

Este indice permite distinguir as formas benignas das malignas da doenca em homens
com idade superior a 50 anos que ndo demonstram alteracdes no TR e nos niveis de PSA. Como
resultado, os pacientes que tém mais risco ao CaP apresentam altos niveis de PSA e p2PSA,
além de baixo nivel de PSA livre. Dessa forma, € possivel orientar os pacientes a fazerem ou
ndo biopsia quando se tem niveis de PSA total entre 4 e 10 ng/mL, reduzindo, assim, bidpsias
desnecessérias. No entanto, este teste possui limitacfes, j& que a secre¢do desta enzima pela
préstata se da tanto por células malignas quanto benignas (CULLEN et al., 2015).
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O teste comercial Confirm MDX também j& esta disponivel nos EUA e detecta alteracfes
em tecidos histopatologicamente normais da prostata, baseado na presenga de “campo de
cancerizagdo”, caracterizado por alteragdes epigenéticas. E detectada hipermetilacio nos genes
GSTP1, APC e RASSF1, que tem como objetivo complementar a rotina do exame
histopatoldgico, diminuindo o nimero de repeticao de bidpsias (STEWART et al., 2013). O kit
Prolaris (Prolaris, Myriad Genetics Inc., Salt Lake City, UT, EUA) é uma ferramenta
prognostica que ira avaliar a expressdo de genes relacionados com a progressao do ciclo celular,
utilizando um painel de 46 genes, constituido de 31 genes de progressdo do ciclo celular e 15
genes housekeeping. Este teste tem como objetivo prever o risco de recidiva bioquimica e
mortalidade por CaP localizado (SOMMARIVA et al., 2016).

Estudos vém sendo realizados para se detectar novos marcadores para CaP,
principalmente biomarcadores que sejam capazes de distinguir entre as formas indolentes e
agressivas do tumor. Embora tenha evoluido o diagnostico para CaP, os marcadores disponiveis
atualmente na pratica clinica ainda sdo de dificil acesso para a populagdo devido ao alto custo
e sdo marcadores observados a partir de testes invasivos como a bidpsia por agulha, um
procedimento doloroso para os pacientes, que ndo € livre de complicacdes. Em consequéncia
disso, existe um grande interesse na aplicacdo dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
(do inglés, single nucleotide polymorphism) para prognéstico dos pacientes com CaP, tendo em
vista que podem ser futuros marcadores progndsticos com um protocolo facil de realizar,

seguro, eficaz e com baixas taxas de complicacdes.

2.2.3 Polimorfismos Genéticos

Ao se comparar a sequéncia genética de diferentes individuos em relacdo ao mesmo
cromossomo, € possivel notar que grande parte dela é completamente similar para todos os
individuos de uma mesma espécie. No entanto, também é evidente que algumas sequéncias de
nucleotideos variam de um individuo para outro. Os seres humanos do mesmo Sexo
compartilham aproximadamente 99% de sua sequéncia genética, o que permite aos estudiosos
moleculares trabalharem com uma Unica sequéncia de referéncia, onde pequenas variacGes
genbmicas fundamentam a variabilidade fenotipica interindividual (GRIFFITS et al., 2016).

Polimorfismos sdo muta¢des na sequéncia de DNA que podem ser encontradas em toda
a sequéncia gendmica dos eucariotos. A variante polimdrfica deve estar presente em pelo menos
1% em uma determinada populacdo para ser classificado como polimorfismo. Se a frequéncia
for menor que 1%, a alteracdo é denominada somente mutagdo (BALDING, 2006). A maioria

localiza-se em regides intrénicas, ou seja, regides ndo codificantes e, portanto, ndo alteram a
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sequéncia da proteina. No entanto, se o polimorfismo no intron estiver localizado em um sitio
de splicing, ele pode alterar a estabilidade do RNA mensageiro (MRNA) ou da proteina que vai
ser produzida a partir deste mMRNA. Os polimorfismos localizados nas regides codificantes
como a promotora e exdnica podem alterar diretamente a expressdo do gene. Dessa maneira, as
referidas diferencas na sequéncia génica, denominadas polimorfismos genéticos, podem ser
utilizadas como marcadores moleculares. Os dois principais polimorfismos genéticos presentes
nos seres humanos sdo os polimorfismos de comprimento de sequéncia simples e 0s SNPs
(JANG et al., 2013; GRIFFITS et al., 2016).

Além desses, também sdo considerados polimorfismos as duplicacGes, insercdes e
delecBes que sdo herdadas dos parentais, e as sequéncias de nucleotideos repetidas que séo
particularmente propensas a novas mutacdes. A diferenca no nimero de cdpias repetidas €
utilizada principalmente para identificacdo de individuos pela analise de DNA em investigacdes
criminais, confirmacdo de paternidade, entre outras aplicacbes forenses (CHASMAN;
ADAMS, 2001).

Os SNPs representam uma variacdo na sequéncia de DNA quando apenas um unico
nucleotideo (A, T, C ou G) € trocado na sequéncia do gene (Figura 5). Dois genomas escolhidos
a0 acaso na populagdo mundial diferirdio por aproximadamente 2,5 x 10° SNPs que sdo
dispersos no genoma. Visto que este tipo de polimorfismo tem alta densidade, eles s&o utilizados
como marcadores genéticos e podem associar-se a uma caracteristica especifica, sendo usados
principalmente para estudar a suscetibilidade a doencas e as diferencas entre individuos quanto

a insensibilidade a algumas drogas e tratamentos (GIBSON, 2009).

FIGURA 5 - Polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) - sitios no genoma onde

duas ou mais variantes de um nucleotideo sdo comuns na populacéo
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Fonte: Alberts et al., (2017)

Devido a sua frequéncia e distribuicdo no genoma, 0os SNPs ja estudados estdo
disponiveis em diversos bancos de dados, entre eles 0 SNP500Cancer que fornece a sequéncia
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e 0 genotipo de SNPs utilizados para mapear doengas complexas como o cancer (PACKER et
al., 2004). Até o presente momento, diferentes estudos ja demonstraram relagdo entre SNPs e
risco de CaP, ressaltando que sdo clinicamente relevantes como fatores que determinam a
suscetibilidade ao cancer (JANG et al., 2013), o prognostico (PU et al., 2012) e resposta ao
tratamento (LINDSTROM et al., 2007).

Os pacientes com tumores metastaticos apresentam variagdo na resposta aos tratamentos
a base de horménio. Um passo importante para desvendar a heterogeneidade clinica observada
nos individuos com CaP é por meio da descoberta de alteracGes moleculares, que permitirdo

compreender as variagdes que ocorrem neste tumor (BELTRAN; RUBIN, 2013).

2.2.4 Genes candidatos a biomarcadores para cancer de prostata

Considerando o importante papel que os polimorfismos genéticos tém apresentado como
biomarcadores em diversos tipos de doencas, foram escolhidos alguns genes para a avaliacdo
de SNPs candidatos a suscetibilidade e prognéstico ao CaP, que estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Genes, localizacdo cromossdmica e variantes avaliados no presente estudo

Genes Cromossomo Localizacao SNP Substituicao
PTEN 10g23.3 intron rs2735343 (C>G)
PI3K 3026.3 3’UTR rs2699887 (G>A)
AKT1 14932.33 5’ UTR rs2494750 (C>G)
AR XQg11.12 Promotor rs17302090 (G>A)
AMACR 5p13.3 Exon 1 rs3195676 (G>A)

Fonte: Proprio autor (2017)

Os trés primeiros genes da Tabela 2, consistem do supressor tumoral PTEN e dos proto-
oncogenes AKT1 e PI3K. Estes genes atuam em varios processos implicados no cancer,
incluindo o crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e metabolismo celular (VIVANCO;
SAWYERS, 2002).

Os andrdgenos desempenham um papel importante no cancer de préostata. Como suas
equivalentes normais, o crescimento e a sobrevida das células de CaP dependem de andrégenos,
que se ligam aos seus receptores (AR) e induzem a expressdo de genes pro-crescimento e
inibidores de apoptose (HEINLEN; CHANG, 2004; CRONA; MILOWSKY, WHANG, 2015).

O gene AMACR foi escolhido pois codifica uma enzima mitocondrial e peroxissomal
com papel chave na beta-oxidacdo de &cidos graxos de cadeia ramificada e acidos biliares. O

metabolismo dos &cidos graxos resulta em producdo de espécies reativas de oxigénio, que
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podem levar a danos no DNA, sendo que em pacientes com CaP agressivo o gene AMACR
encontra-se superexpresso, contribuindo para o progndstico e diagndstico deste tumor
(WRIGHT et al., 2011). O consumo de carne vermelha, principal fonte de acidos graxos, é um

dos fatores de risco para CaP.

Via de sinalizagdo dos genes PTEN-PI3K-AKT1

Essa via € uma das cascatas de quinases mais importantes associadas a fisiologia celular,
com diferentes funcbes em fases do ciclo celular, diferenciacdo, adesdo, migracdo celular,
sobrevivéncia e inibicdo da apoptose (Figura 6) (CRUMBAKER; KHOJA, JOSHUA, 2017;
LIN etal., 2015).

A ativacdo da proteina PI3K depende da sinalizacdo de fatores de crescimento, e apos
ativada, esta proteina fosforila o fosfolipidio PIP2 transformando-o em PIP3, um segundo
mensageiro. A proteina de sinalizagdo intracelular AKT se liga ao PIP3 via o dominio de
interacdo especifico de homologia a proteina plegstrina (PH). Assim, a proteina AKT, tem uma
funcdo-chave na promocéo da sobrevivéncia e no crescimento de muitos tipos celulares (LUO
etal., 2003; ZHU et al., 2016).

Figura 6 — Importancia das vias de sinalizagcdo dos genes PTEN-PI3K-AKT e vias

relacionadas para varios processos celulares
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O gene PTEN codifica uma proteina de mesmo nome que possui atividade na regulacéo
negativa do processo de sinalizacdo de fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K) e AKT, cuja forma
ativa proporciona um importante controle no crescimento, proliferacdo celular e apoptose. A
proteina PTEN mantém os niveis de fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3) baixos,
removendo o 3° grupo fosfato e convertendo-o em fosfatidilinositol (3,4,5)-difosfato (PI1P2). As
mutacdes na PTEN séo encontradas em muitos tipos de canceres: elas promovem crescimento
celular descontrolado, porque prolongam a sinalizacdo pela PI3K. (LUO et al., 2003; ZHU et
al., 2016) (Figura 6).

Gene PTEN

A proteina PTEN é uma fosfatase que pode atuar nos substratos como polipeptideos e
fosfoinositideos; contém um dominio tirosina fosfatase com caracteristica que se assemelha as
fosfatases especificas dual, que sdo capazes de desfosforilar tanto residuos de serina/treonina
como tirosina. Apesar dessa especificidade dual, o principal substrato da PTEN ¢ o lipideo PIP3
presente na membrana plasmatica (DI CRISTOFANO; PANDOLFI, 2000).

A proteina PTEN possui 403 aminoacidos. E composta por cinco dominios funcionais:
dominio de ligacdo a PIP2 (PBD); dominio catalitico fosfatase; dominio C2, responsavel pela
ligagdo na membrana e desfosforilagdo de PIP3; uma regido caudal C-terminal com 50
aminoéacidos, que possui dominios PEST e um dominio de ligacdo PDZ, regido onde proteinas
regulatdrias irdo se ligar e também regido que vai se ligar a membrana plasmatica (Figura 7)
(JANG et al., 2013).

Figura 7 - Estrutura da proteina PTEN indicando suas respectivas regides
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PBD: regido N-terminal - dominio de ligacéo a PIP2 e dominio de fosfatase; C2: Regido C-terminal e PDZ: final
- motivo de interagcdo com proteinas regulatdrias.
Fonte: Molinari; Frantini, (2014)

O gene PTEN (do inglés Phosphatase and Tensin Homologue), também conhecido

como MMAC1 (mutated in multiple advanced cancers) esta mapeado no cromossomo 10g23.3
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e sua funcdo de supressor tumoral depende somente de sua capacidade de fosfatase lipidica
(WORBY:; DIXON, 2014). A inativacdo de um gene supressor tumoral € um processo realizado
por diferentes mecanismos, como delecdo, mutacdo, silenciamento epigenético, atividade
anormal de microRNAs e splicing aberrante (INOUE; FRY, 2017).

Embora a perda completa de genes supressores tumorais seja comum nos canceres
humanos, conforme previsto pela hipotese de Knudson, diversos estudos demonstraram que um
processo incompleto, denominado "haploinsuficiéncia”, ou seja, a perda de um Gnico alelo, em
alguns supressores tumorais, incluindo o PTEN, contribui para o desenvolvimento e progressao
de muitos tipos de cancer (KNUDSON, 1971).

O SNP do gene PTEN rs2735343 localiza-se em regido ndo codificante (intron) e resulta
em uma troca C>G. Nao altera 0 aminoacido codificado mas pode influenciar na expressao da
proteina, no splicing e interferir na regulacdo do ciclo celular, acarretando no desenvolvimento
tumoral (JANG et al., 2013). Este polimorfismo foi associado ao aumento significativo de risco
de carcinoma epidermoide de esdfago nos pacientes que possuiam o gen6tipo GG ou o alelo G
(JANG et al., 2013). Wang et al. (2016) demonstraram que este SNP aumenta a eficacia da
radioterapia e a sobrevida dos pacientes com cancer de pulmédo e portadores do alelo G,
sugerindo que este SNP pode ser utilizado como biomarcador para acompanhamento e
tratamento individualizado de pacientes com este e outros tipos de cancer.

Devido a fungdo de supressor tumoral, a perda de funcdo do gene PTEN resulta na
sinalizaco alterada da via. E um evento bastante reconhecido na iniciacio e desenvolvimento
do CaP. O rs2735343 parece nao ter sido associado anteriormente com CaP, mas foi associado
a um pior prognostico para cancer epidermdide de células escamosas de esdfago (JANG et al.,
2013; MA et al.,, 2012). A ocorréncia de perda de funcdo do PTEN é maior na doenca
metastatica agressiva, 0 que permite utilizar este gene como biomarcador progndstico e de
suscetibilidade, para distinguir tumores indolentes daqueles que tendem a ser mais agressivos
(WISE; HERMIDA, LESLIE, 2017).

Gene PI3K

As PI3Ks constituem uma familia de quinases lipidicas e possuem atividade anabélica
e catabolica na célula por meio da capacidade de fosforilar os fosfoinositideos na posi¢do 3'OH
do anel de inositol. Estas proteinas sdo categorizadas em trés classes (I - 111) de acordo com
suas preferéncias por substrato e homologia de sequéncia. As PI3Ks classe | s&o as mais
relevantes para os canceres e sdo divididas em duas subclasses: 1A (PI3Ka, PI3Kp, PI3KJ) ¢
IB (PI13K3y) (WANG et al., 2016).
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As PI3Ks formam heterodimeros compostos por uma subunidade catalitica (p110) e uma
subunidade reguladora (p85). A subclasse 1A é ativada por receptores de tirosina quinase e a
subclasse IB é ativada por receptores acoplados as proteinas-G. O receptor de fator de
crescimento tirosina quinase ativa a PI3K através de proteinas adaptadoras. Estas proteinas
adaptadoras se ligam ao dominio amino-terminal das subunidades reguladoras p85 por meio de
motivos Y XXM para reverter a inibi¢cdo da subunidade catalitica p110 e levam ao movimento
do heterodimero p85 - p110 para a membrana, onde p110 pode fosforilar PIP2 em PIP3. Em
seguida, PIP3 recruta um subconjunto de proteinas de sinalizacdo com dominio de homologia
a proteina plecstrina (PH) para membrana plasmatica, incluindo PDK1/AKT (ZHANG et al.,
2015; ZHANG et al., 2017).

O gene PI3K quando mutado foi relatado por influenciar na tumorigénese e no
desenvolvimento neoplasico, atuando como um oncogene. Localiza-se ho cromossomo 3g26.3
e produz uma proteina denominada fosfatidinositol 3 quinase (P13Ks) (WANG et al., 2016).

O SNP do gene PI3K, rs2699887, localiza-se na regido 3’ UTR, conferindo uma troca
G>A que nao altera o aminoacido. Ha relatos de que este polimorfismo influencia varios tipos
de canceres como cancer de mama (LI et al., 2017), endométrio (WANG et al., 2012), colorretal
(LIN et al., 2015) e cancer de pulmédo de células ndo pequenas (WANG et al., 2016; LI et al.,
2013); no entanto, a associacgdo deste polimorfismo com CaP ainda néo foi investigada.

Em pacientes com cancer de pulmdo que portavam este polimorfismo e recebiam
quimioterapia a base de platina, foi encontrado pior prognéstico e muitos efeitos adversos ao
tratamento associados a superexpressdo deste gene (PU et al., 2010). Posteriormente Wang et
al. (2016) estudando o mesmo tipo de tumor, demonstraram que 0s pacientes com gendtipo
heterozigoto para este polimorfismo apresentavam maior taxa de sobrevida e melhor resposta
aos tratamento de radio-quimioterapia. Li et al. (2015) encontraram associa¢do dos genotipos
heterozigoto e homozigoto raro deste polimorfismo com alto risco de metastase cerebral
tambem em pacientes com cancer de pulméo.

Tendo em vista a importancia deste gene na sinalizacdo da via PI3K/AKT e sua
expressao na prostata, & importante delinear o papel deste polimorfismo, o que pode auxiliar na

melhor compreensdo do progndstico e na suscetibilidade ao CaP.

Gene AKT1
A proteina AKT é uma quinase serina/treonina com 58 kDA, que possui trés dominios:

um PH N-terminal, um catalitico quinase central e um regulador curto C-terminal (Figura 8).
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Figura 8 - Estrutura da proteina AKT indicando suas respectivas regides
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Fonte: Zhang et al. (2015)

Existem trés isoformas desta proteina descritas em mamiferos, PKBa, PKBf3 € PKBy
que sdo codificadas, respectivamente, por genes distintos AKT1, AKT2 e AKT3. As proteinas
codificadas por estes genes possuem alta homologia em nivel de aminoacidos e sdo ativadas
através de dois eventos principais de fosforilacdo (CICCARESE et al., 2016).

A AKT é parcialmente ativada através de uma fosforilacao inicial na treonina 308 pelo
dominio de quinase PDK-1 e S473 pelo complexo mTOR, o que aumenta sua atividade quinase.
A proteina AKT ativada desloca-se da membrana plasmatica para o citoplasma e o nucleo, onde
ird atuar nos mecanismos de fosforilacdo, ativacdo de outras vias ou suprimir muitos alvos a
jusante para regular vérias fungdes celulares (MOHLER et al., 2012).

Como citado acima, a AKT desempenha importante funcdo em diversas vias
relacionadas a tumorigénese, portanto, estudos tém demonstrado que SNPs no gene AKT1
podem alterar a sua expressdo e/ou a fungdo da proteina, modificando assim, a suscetibilidade
ao cancer, desempenhando um papel importante na patogénese do tumor. AKT1 é um subtipo
de AKT e desempenha um papel importante na sobrevivéncia da célula por meio de sua
atividade anti-apoptotica. A superexpressao desta proteina esta relacionada com progressdo do
CaP e recidiva do tumor (FELDMAN; FELDMAN, 2001).

O gene AKT1, localizado na regido 14932.3, € um proto-oncogene que atua na
viabilidade e proliferacdo celular, exercendo funcdo principalmente na inibicdo de apoptose,
promocéo da célula no ciclo celular e na diferenciagdo celular. Dentre as fungdes da proteina
AKT, ela atua no metabolismo da glicose, angiogénese, splicing e outras fungdes nucleares
importantes, como a condensacdo de cromatina e ativacdo de varias vias celulares (HERS;
VINCENT, TAVARE, 2011).

Recentemente tém sido relatados varios polimorfismos em AKT1 associados com risco
de desenvolver diferentes tipos de tumores com destaque para 0 SNP rs2494750. Localizado na



40

regido 5> UTR do gene, este SNP € caracterizado pela troca de G > C. Esse polimorfismo foi
associado a varios tipos de doengas como Alzheimer, cancer esofagico escamoso e cancer
endometrial (FELDMAN; FELDMAN, 2001). No entanto, poucos estudos foram realizados em
CaP.

Karyadi et al. (2015) demonstraram que em chineses portadores do genétipo GG, a
mortalidade em pacientes com CaP aumentou significativamente. Fallah et al. (2015) néo
encontraram associacdo deste SNP com cancer de endométrio. Esses resultados controversos
despertam interesse na realizacdo de mais estudos para verificar a associacdo deste

polimorfismo com CaP em outras populagdes.

Gene AR

Os androgenos sdo os principais horménios esteroides masculinos, responsaveis pelo
desenvolvimento do fen6tipo masculino durante a embriogénese e pela maturagdo sexual na
puberdade. Durante a fase adulta, os andr6genos permanecem essenciais para reproducdo, além
de possuirem uma acdo em tecidos como pele, sseo, muscular e adiposo. Como consequéncia,
alteracdes na producdo ou acdo dos androgenos podem influenciar diferentes 6rgdos com um
grau de gravidade variavel, que vai desde sindromes de insensibilidade aos andrégenos até CaP
(HEEMERS; TINDALL, 2007).

O receptor de andrégeno (AR) possui importante papel no crescimento e diferenciacao
da prostata normal, mas também € responsavel pelo desenvolvimento e progressdo do CaP. A
funcdo do AR é regular a expressao génica quando ligado a hormoénios como testosterona e di-
hidrotestosterona (DHT) (LONERGAN; TINDALL, 2011).

A testosterona é secretada principalmente pelos testiculos, sendo que uma pequena
porcentagem é formada pela conversdo periférica de esteroides adrenais. E o esteroide
prevalente na corrente sanguinea, onde é ligado a albumina e globulina de ligagdo ao hormonio
sexual (SHBG), com uma pequena fracdo livre no soro. Quando a testosterona livre entra nas
células da prostata, 90% € convertida em DHT pela enzima 5-alfa redutase. A forma DHT
possui cinco vezes mais afinidade com AR do que a testosterona, fazendo uma ligagdo mais
forte e mais estavel com o receptor de andrégeno (FELDMAN; FELDMAN, 2001).

A ativacdo do receptor AR ocorre quando o androgénio se liga a ele, decorrendo uma
alteracdo na conformacdo do receptor que se dissocia das proteinas HSPs (Heat-schock
proteins), resultando na fosforilagcdo do receptor e em sua dimeriza¢do. O dimero ativado se
transloca do citoplasma para o nucleo onde, junto com o complexo-horménio-receptor, se liga

a um elemento de resposta a andrégeno (ARE) nas regides promotora e potenciadora, levando
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a transcricdo de genes de interesse e contribuindo para codificar proteinas relacionadas ao
crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular (Figura 9) (CRONA; MILOWSKY,
WHANG, 2015).

Figura 9 - Acdo do androgeno
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A testosterona circula no sangue ligada a albumina (ndo mostrado) e SHBG. A testosterona livre entra
nas células da prdstata, € convertida em DHT que se liga a0 AR, induzindo a dissocia¢do de HSPs e fosforilagdo
do receptor. O AR se dimeriza e se liga a elementos de resposta ao androgénio nas regides promotoras dos genes
alvo. Co-ativadores (como ARAT70) e co-repressores (ndo mostrados) também se ligam ao complexo AR
facilitando ou prevenindo, respectivamente, sua interagdo com o GTA. A ativagdo (ou repressdo) dos genes-alvo
leva a respostas biol6gicas, incluindo crescimento, sobrevivéncia e producdo de PSA; SHBG: Globulina
carreadora de horménios sexuais; DHT: di-hidrotestosterona; HSP: Heat-schock proteins; ARA70: co-ativadores;
GTA: aparato geral de transcrigdo; AR: receptor de androgeno; PSA: antigeno prostético especifico.

Fonte: Feldman; Feldman, (2001)

Na auséncia desses androgenos ligados, 0 AR é sequestrado por proteinas chaperonas
no citoplasma, como por exemplo HSP90, e permanece inativado; porém, esta estrutura ainda
possui afinidade pelo ligante. Se em algum momento ocorrer a ligacdo do andrdgeno na regido
LBD do AR, fosforila o receptor e ocorre a dimerizagdo. A partir da ligacdo do complexo AR-
hormonio ocorre uma sequéncia de eventos celulares que resultam na translocacdo do AR para
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dentro do nucleo e o receptor atuard na transcricdo de genes alvos (CRONA; MILOWSKY,
WHANG, 2015).

Deste modo, apesar dos hormonios por si s6 ndo induzirem alteracdo maligna na
préstata, a acdo do androgeno e do estado funcional do gene AR sdo importantes mediadores da
progresséo da carcinogénese na prostata (HEINLEIN; CHANG, 2004).

O gene AR, localizado no cromossomo X (Xql11-12), codifica o receptor de andrégeno
que é um fator de transcricdo nuclear na superfamilia do receptor de horménio esteroide. A
estrutura desta proteina é semelhante ao receptor de estrogeno e progesterona; contém 8 éxons,
tendo cada um funcdes distintas e quatro dominios funcionais conservados: (I) um dominio N-
terminal (NTD) que é relativamente longo, apresenta uma maior variabilidade de sequéncias
entre os receptores nucleares e é responsavel pela regulagdo transcricional (codificado pelo éxon
1); (I1) o dominio de ligacdo ao DNA (DBD), codificado pelos éxons 2 e 3, (I1l) uma regido
“dobradiga” que contém uma sequéncia de localizacdo nuclear codificada pelo éxon 4 e (IV) o
dominio de ligacdo do ligante (LBD) codificado pelos éxons 5 a 8 (FELDMAN; FELDMAN,
2001).

O SNP rs17302090 esta mapeado na regido -9586 do promotor do gene AR. Este SNP
(gendtipo A) parece proporcionar pior prognostico aos pacientes que fazem tratamento a base
de hormbnio, levando a 6bito por CaP (LINDSTROM et al., 2007). Lindstrom et al. (2006)
encontraram protecdo para CaP em individuos suecos portadores do alelo A. O mesmo grupo
de estudo em 2007 ndo encontrou associacdo entre 0 SNP rs17302090 com CaP e com 0s
parametros escore de Gleason, estadiamento do tumor e niveis de PSA. Posteriormente Sun et
al. (2010) avaliaram o polimorfismo rs1204038, que tem um forte desequilibrio de ligacdo com
0 polimorfismo 17302090 e ndo encontraram associa¢do com agressividade em CaP, propondo

entdo que este SNP atua, provavelmente, como um modificador de efeito hormonal.

Gene AMACR

A AMACR é uma enzima peroxissomal e mitocondrial que esta envolvida na biossintese
e beta-oxidacédo de &cidos graxos provenientes da dieta (LI et al., 2014; WRIGHT et al., 2011).
O metabolismo dos acidos graxos representa um processo chave que influencia varias vias e
caracteristicas celulares, incluindo sinaliza¢do da célula, processamento energético, fluidez da
membrana, entre outros (LIU et al., 2006).

A beta-oxidacdo de acidos graxos € a reacdo de oxidacdo mais proeminente para oS
acidos gordurosos e ocorre tanto nos peroxissomos como nas mitocondrias. E necessario que a

AMACR catalise o éster acil-COA de cadeia ramificada (R) na forma de esteroisbmero S
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(processo de racemizacgdo) e somente a forma S pode servir como substrato para acil-COA de
cadeia ramificada durante a subsequente oxidagdo beta-peroxissomal. A beta-oxidacdo
peroxissdmica ndo contribui diretamente para producdo de energia, mas é necessaria para a
oxidacdo inicial de &cidos graxos de cadeia muito longa, acidos graxos de cadeia ramificada,
intermediérios de &cido biliar e outros derivados de acido graxo que ndo sdo oxidados pela
mitocondria (LEE et al., 2013; WRIGHT et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que carne vermelha e produtos lacteos sao ricos
em &cido fitanico e sdo as principais fontes de acido graxo de cadeia ramificada. Quando a
AMACR metaboliza os &cidos graxos, o primeiro substrato que ela produz é o &cido fitolitico
que pode aumentar a expressdo de AMACR em células da prostata humana. Além disso, 0
metabolismo de &cido fitanico resulta na producao de espécies reativas de oxigénio, que podem
levar a danos no DNA. Finalmente, o 4cido fitanico e seus metabdlitos se ligam a receptores de
horménios nucleares (RARS) e o receptor ativado na proliferacdo dos peroxissomos (PPARa),
que foram associados ao risco elevado de CaP (LEE et al., 2013; WRIGHT et al., 2011).

A acetil-CoA é a precursora de todos os atomos de carbono presentes no colesterol (Cz7)
e 0 agente redutor é o mesmo da sintese de acido graxos, ou seja, NADPH. As enzimas que
catalisam a sintese de colesterol localizam-se no citosol e no reticulo endoplasmatico. O
colesterol, além de ser um componente estrutural de membranas, é precursor dos acidos biliares,
oxiesteroides, hormonios esteroides e da vitamina D. A sintese de hormonios esteroides inicia-
se com a hidroxilacdo da cadeia lateral do colesterol, catalisada por um citocromo Paso
mitocondrial, com participagdo do NADPH e O, (LEHNINGER et al., 2011).

Na prostata a analise enzimatica de AMACR é reconhecida como um marcador de tecido
tumoral, pois ja foi demonstrado que essa proteina pode diferenciar casos benignos de malignos
e é utilizada na prética clinica para diagnéstico concomitante com outros testes clinicos
(MARTIN et al., 2012).

Até o presente momento ndo foi demonstrado em que fase do desenvolvimento tumoral
a AMACR esté envolvida: inicio, progressdo ou mecanismo regulador. No entanto, dados in
vitro mostraram que esta enzima € importante para o crescimento prostatico independente de
androgénio. Apesar da comprovada importancia deste gene no CaP, mecanismos genéticos e
epigenéticos que levam a superexpressao dele ainda ndo foram elucidados (PAINTER et al.,
2016).

A alfa-metil-coenzima A racemase (AMACR) composta por 382 aminoacidos é
codificada pelo gene AMACR também conhecido como P504S localiza-se no cromossomo
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5p13.3 e € expressa em 6rgdos como rim, figado, glandulas salivares, vesicula biliar e prostata
(LEE et al., 2013; WRIGHT et al., 2011).

O SNP rs3195676, presente no éxon 1 deste gene, € uma variante que sofreu alteracéo
do alelo G>A no codon 9, resultando na substituicdo de valina por metionina. Pesquisas foram
realizadas com o objetivo de correlacionar este polimorfismo a suscetibilidade e prognostico do
adenocarcinoma prostatico. Lee et al. (2013) mostraram aumento de risco em um grupo de
coreanos com CaP que apresentavam escore de Gleason > 7 ¢ > pT2c e portavam o alelo G.

Em vista do exposto, podemos sugerir que 0s SNPs nos genes PTEN, PI3K, AKT1, AR,
AMACR (P504S) podem apresentar influéncia no prognostico e suscetibilidade do CaP, e serem

utilizados como biomarcadores para prever o curso clinico do tumor.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Identificar novos marcadores moleculares genéticos de suscetibilidade e progndstico

para o cancer de prostata.

3.2 Objetivos Especificos

o Realizar um estudo de associacdo do tipo caso-controle para avaliar a possivel
associacdo entre variantes polimorficas dos genes PTEN, PI3K, AKT1, P504S (AMACR) e AR
com a protecdo e suscetibilidade ao cancer de préstata.

. Correlacionar os dados do estudo de associa¢ao com os parametros clinico (PSA)
e histopatologicos (escore de Gleason, extensdo extracapsular, invasdo de vesicula seminal,
invasdo perineural, bilateralidade), avaliando o potencial de algumas dessas variantes como

marcadores moleculares de agressividade e progressao de tumor.
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Resumo

Por ser uma doenca heterogénea e multifatorial, o cancer de préstata (CaP) tem
demandado a busca por métodos de triagem mais especificos para o progndstico da doenca.
Com o objetivo de contribuir para isso, este estudo avaliou variantes polimdrficas nos genes
PTEN (rs2735343), PI3K (rs2699887), AKT1 (rs2494750), AR (rs17302090) e AMACR
(P504S) (rs3195676) como possiveis marcadores moleculares de suscetibilidade, progndstico
e progressao para o CaP em um estudo do tipo caso-controle e transversal. Amostras de sangue
periférico foram obtidas de 277 pacientes submetidos a prostatectomia, com confirmacéo
histopatoldgica do carcinoma. Os pacientes foram pareados com individuos controles de
acordo com idade, ancestralidade, habito etilista e tabagista. O critério de inclusdo dos
individuos controles foi apresentarem niveis de PSA inferiores a 2ng/mL e livres de cancer.
As genotipagens foram realizadas por PCR em tempo real usando sonda de hidrolise. A
associacdo entre a ocorréncia de CaP com as variantes polimorficas foi calculada por Odds
Ratio (OR) com intervalo de confianga de 95%, obtida por regresséo logistica multivariada
dos dados. Demonstraram associa¢do com o protecdo para a doenca 0s gendtipos dos genes
(AKT1; p=0,041) assim como os gendtipos associados dos genes (AKT1+AR; p=0,045). A
combinacdo dos SNPs com os dados histopatologicos do tumor indicou associacdo das
variantes alélicas de (AMACR; p=0,033 e 0,039) com protecdo para invasao de vesicula
seminal. Os polimorfismos combinados em pares foram associados com protecdo para
bilateralidade do tumor (AKT1+AR; p=0,042), (PI3K+AR; p=0,040) e para invasdo de
vesicula seminal (AKT1+AR; p=0,043), (AKT1+AMACR; p=0,015). As combina¢des dos
genotipos (PTEN+AMACR; p=0,049) e (PTEN+AR; p=0,042) foram associadas a risco para
extensdo extracapsular. Os dados obtidos permitem inferir que os SNPs estudados dos genes
AKT1, AMACR e PI3K estdo associados a melhor progndstico e a CaP ndo agressivo, enquanto
que o SNP do gene PTEN esta associado a pior prognostico dos pacientes. Portanto, esses
polimorfismos merecem novos estudos para serem confirmados como marcadores
prognosticos para CaP.

Palavras-chave: SNP, pardmetros histopatolégicos, progndstico, gene AKT1, gene
PTEN.
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Introducio

O cancer de prostata (CaP) é uma patologia heterogénea e multifatorial, que apresenta
tumores indolentes ou muito agressivos e causa significativa morbidade na populacédo
masculina; em alguns paises ainda apresenta alta taxa de mortalidade (GLOBOCAN, 2012;
SAINI, 2016). Os métodos mais utilizados para prognostico deste tipo de tumor é o
estadiamento TNM e o escore de Gleason (VAIDYANATHAN et al., 2017). No entanto, as
aplicacbes clinicas desses indicadores sdo limitadas. Estudos relatando associacdo de
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs) com diferentes doengas tém aumentado e estdo
sendo cada vez mais utilizados como marcadores associados a cancer, inclusive ao CaP. Em
consequéncia disso, 0s SNPs receberam uma atencéo consideravel para serem utilizados como
indicadores progndsticos pré e pds-tratamento de pacientes com CaP (Ql et al., 2017).

Nas Ultimas décadas, diferentes SNPs foram associados com importantes vias
celulares, incluindo a via de sinalizagdo PISBK/PTEN/AKT (JANG et al., 2013), via de acéo
do andrégeno (PRENCIPE et al., 2015) e a via de metabolizacdo de &cidos graxos (JIANG et
al., 2013), tendo portanto, relacdo com o desenvolvimento de adenocarcinoma de prostata.

O gene PTEN é um supressor tumoral com especificidade dual e o seu principal
substrato é o fosfatidilinositol (3,4,5) — trifosfato (PIP3). A proteina PTEN atua como
antagonista na via PI3K/AKT, mantendo os niveis de PIP3 baixos. Quanto maior a
concentracdo de PIP3, maior a sinalizacdo da via PI3K/AKT, o que promove a progressao do
ciclo celular, migracao, metastase e inibi¢do de apoptose. A ocorréncia de perda de funcgéo do
gene PTEN é maior na doenca metastatica agressiva, 0 que permite utilizar este gene como
biomarcador de progndstico para distinguir os tumores indolentes daqueles que tendem se
tornar agressivos (DI CRISTOFANO; PANDOLFI, 2000; JANG et al., 2013; WISE;
HERMIDA, LESLIE, 2017).

O gene PI3K e um proto-oncogene; a proteina homdnima tem funcéo de desfosforilar
o fosfatidilinositol (3,4,5) — difosfato (PIP2) em PIP3. Tendo em vista a complexidade dessa
cascata de sinalizacdo intracelular e sua associacdo com o desenvolvimento do CaP, é
importante delinear o papel de polimorfismos neste gene quanto ao progndstico e a
suscetibilidade para este cancer (TOREN; ZOUBEIDI, 2014).

O gene AKT1 é um proto-oncogene cuja proteina tem funcdo de regular eventos a
jusante da via de transducdo de sinal da PI3K. A proteina AKT1 desempenha um importante
papel na viabilidade celular, proliferagéo, diferenciacdo e inibicdo de apoptose (VIVANCO;

SAWYERS, 2002). A superexpressdo deste gene esta relacionada com diferentes tipos de
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cancer e foi relacionada com progressao e recidiva bioquimica do tumor no CaP (KARYADI
etal., 2015; FELDMAN; FELDMAN, 2001).

O gene AR codifica o receptor de andrégeno, um fator de transcricdo nuclear que esta
envolvido no desenvolvimento, na manutengdo e na regulacdo do sistema reprodutor
masculino (FELDMAN; FELDMAN, 2001). Mutacdes no gene AR sdo associadas a uma
série de doengas, como sindrome da insensibilidade aos androgenos, até cancer de prostata
(HEEMERS; TINDALL, 2007). Entre as mutacGes que acometem este gene, 0s SNPs sdo o
tipo de alteracdo mais frequente e apenas uma simples troca de aminoécidos pode resultar
tanto em um aumento da expressao como na perda de funcdo do gene (SUN et al., 2010;
WRIGHT et al., 2011).

A enzima peroxissomal e mitocondrial, alfa-metil-coenzima A racemase (AMACR),
é codificada pelo gene P504S (AMACR) e esta envolvida na biossintese e beta-oxidagdo de
acidos graxos provenientes da dieta (LI et al., 2014). O metabolismo de acidos graxos
representa um processo chave que influencia diferentes vias e caracteristicas celulares,
incluindo sinalizacéo celular, processamento energético, fluidez da membrana, entre outros
(LIU et al., 2006).

Tendo em vista que a maioria dos casos de CaP sdo indolentes, busca-se marcadores
que permitam classificar o grau de agressividade do tumor e individualizar o tratamento, de
acordo com as caracteristicas genéticas de cada paciente. Nesse sentido, no presente trabalho
foram realizados estudos de associagdo do tipo caso-controle para avaliar a possivel
associacdo entre as variantes polimdrficas dos genes PTEN, PI3K, AKT1, P504S (AMACR) e
AR com a suscetibilidade ao cancer de préstata. Também foram correlacionados os dados do
estudo de associagcdo com os parametros clinicos dos pacientes e histopatolégicos dos tumores
a fim de se estabelecer marcadores moleculares de progndstico ao CaP.

Materiais e Métodos

Casuistica

Foram estudados 554 individuos do sexo masculino, sendo 277 individuos livres de
CaP (controles) e com nivel de PSA menor que 2ng/mL, e 277 pacientes diagnosticados com
adenocarcinoma de prostata (CaP), confirmado por anélise histopatologica. Os atributos de
exclusdo foram homens submetidos a radioterapia e/ou quimioterapia. Os pacientes foram
pareados com controles na propor¢do 1:1 quanto a idade (x 5 anos), ancestralidade (euro-
descendentes e afrodescendentes), habitos (tabagista e etilista). Amostras de sangue periférico
de pacientes e controles foram coletadas no CISMEPAR (Consércio Intermunicipal de Saude
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do Médio Paranapanema-PR), Irmandade Santa Casa de Londrina e Universidade Estadual de
Londrina (UEL), Hospital do Cancer de Londrina, Parand, Brasil, no periodo de 2006 a 2015.

Os controles e pacientes voluntarios assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e responderam um questionario baseado em Carrano; Natarajam, (1988). O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina (CEPE/UEL 176/2013).

Extracdo de DNA gendmico

A partir dos sangues periféricos coletados em tubos de EDTA (acido etilenodiamino
tetra-acético) foi extraido o DNA utilizando-se o kit comercial High Pure PCR Template
Preparation (Cat. 11796828001; Roche®; IN, USA), seguindo as orientagdes do fabricante.
A quantificagdo do DNA foi realizada por meio de espectrofotometria utilizando o
equipamento Nanodrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington,DE, EUA). A absorbancia nos comprimentos de onda de 260/280 nm foi utilizada
para determinar a pureza do &cido nucleico, sendo consideradas puras as amostras com razdo
entre 1,8 e 2,0.

Genotipagem dos genes PTEN, AKT1, PI3K, AR e P504S (AMACR)

Para cada gene selecionado para o presente estudo foi definido um SNP escolhido nos
bancos de dados publicos (Database of Single Nucleotide Polymorphisms/NCBI, 2016):
PTEN (rs2735343), AKT (rs2494750), PI3K (rs2699887), AR (rs17302090) e P504S
(AMACR) (rs3195676).

Os genotipos foram determinados por analise molecular por meio da técnica de PCR
em tempo real utilizando sonda de hidrolise (sistema TagMan® Applied Biosystemns®,
Foster City, California, EUA). As reacdes continham Genotyping Master mix (Applied
Biosystems), 5 ng/mL de DNA e a sonda especifica para cada gene. As quantidades de

reagentes e a ciclagem foram realizadas de acordo com recomendac6es do fabricante.

Anadlise Estatistica

O teste do qui-quadrado () foi utilizado para determinar se as distribuicdes dos
genatipos nos controles e pacientes estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As associagcOes entre 0s gendtipos estudados com 0s parametros socio culturais
obtidos, a partir dos questionarios, foram realizadas por analise de regressdo logistica

univariada.
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A anélise da associacao dos polimorfismos estudados com suscetibilidade ao CaP foi
dada pela relacdo dos gendtipos prevalentes, heterozigotos e raros entre os individuos
controles e pacientes. Para essa avaliacdo foi utilizado o céalculo de Odds Ratio — OR (razéo
de risco) e intervalo de confianga de 95% utilizando o software SPSS 20.0 (IBM, Armonk,
NY, USA). A partir das informacdes do questionario respondido pelos individuos do estudo,
foi feita anélise estatistica univariada. Os parametros que apresentaram nesta analise valores
de p < 0,05 foram histérico familiar de cancer, histérico familiar de céncer de prostata e
escolaridade. Estes parametros foram utilizados para ajustar o modelo multivariado, onde 0s
gendtipos foram avaliados quanto a possivel associacdo com CaP.

Os diferentes gendtipos dos genes PTEN, PI3K, AKT1, AR e AMACR foram avaliados
frente a parametros histopatolégicos (escore de Gleason, bilateralidade, invasao de vesicula
seminal, invasdo perineural, invasdo de linfonodos e extensdo extracapsular) e parametro
clinico (PSA), empregando o teste de OR (Tabela 4; Apéndice 2). As analises foram realizadas

utilizando-se o software SPSS 20.0.

Resultados

A amostra total foi composta de 554 homens, na qual 85,6% eram euro-descentes e
14,4 afro-descendentes; A média de idade dos pacientes foi 65,38 + 7,18 anos e dos controles
63,65 + 8,21 anos. Nos dois grupos, 68 individuos (24,5%) e 209 (75,5%), respectivamente,
tinham habito tabagista e ndo tinham este habito. Quanto ao habito etilista, 141 (50,9%)
consumiam bebida alcodlica e 136 (49,1%) néo.

As frequéncias genotipicas estavam em equilibrio de Hardy Weinberg, com nivel de
significancia 5%. Na andlise estatistica univariada foram observadas diferencas significativas
entre os grupos de pacientes e controles quanto a presenca de histérico familiar de cancer
(58,8% dos pacientes possuiam pelo menos um parente de primeiro grau afetado), para
histdrico de CaP na familia (34,8% declararam historico familiar para este tipo de tumor) e ao
grau de escolaridade (entre os analfabetos, 22,0% tinham CaP e 9,7% n&o apresentavam a
doenca). Outros pardmetros analisados como vasectomia, exposi¢cdo ocupacional a
agroguimicos e consumo de carne vermelha ndo apresentaram resultado estatisticamente
significativo entre os pacientes e controles (Tabela 1).

A estatistica multivariada ajustada pelos fatores de risco historico familiar de cancer,
histérico familiar de cancer de prostata e escolaridade, indicou efeito protetor para CaP dos
gendtipos CG e CG+GG do gene AKT1 rs2494750 (OR=0,75; 1C95%=0,57-0,99 p=0,045) e
(OR=0,76; 1C95%= 0,58-0,99 p=0,044), respectivamente. Os genotipos estudados nos genes
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PTEN, PI3K, AR e AMACR ndo apresentaram associacdo com o cancer de prostata (Tabela
2). Na anélise multivariada dos genes em pares (Apéndice 1), apresentaram protecdo para CaP
0s genotipos AKT1 (CG) + AR (A) (OR=0,50; 1C95%=0,26 — 0,97 p=0,041) (Tabela 3).

Tabela 1 - Andlise univariada de caracteristicas clinicas e socioculturais de pacientes
com cancer de proéstata e individuos controles

e Pacientes Controles
Caracteristicas N (%) N (%) Valor p
Historico familiar de cancer Né&o 114 (41,2) 159 (57,4)
Sim 163 (58,8) 118 (42,6) 0,000*

Total 277 (100,0) 277 (100,0)

Historico familiar de CaP Né&o 101 (65,2) 86 (77,5)
Sim 54 (34,8) 25 (22,5) 0,031*
Total® 155  (100,0) 111 (100,0)

Vasectomia Né&o 270 (98,5) 265 (97,4)
Sim 4 (1,5) 7 (2,6) 0,361

Total® 274 (100,0) 272 (100,0)

Exposicao ocupacional a agroquimicos N&o 115 (41,5) 134 (48,4)
Sim 162 (58,5) 143 (51,6) 0,105

TotalP 277 (100,00 277 (100,0)

Escolaridade S 47 (17,0) 45 (16,2)
P 167 (60,3) 20 (72,6) 0,327
A 61 (22,0) 27 9,7 0,013*
Total® 275  (100,0) 92 (100,0)
Consumo de carne vermelha Nao 9 (3,2 8 (2,9
Sim (1-4) 151 (54,5) 137 (49,5) 0,967
Sim (5-7) 117 (42,2) 132 47,7) 0,635

Total 277  (100,0) 277 (100,0)

*Resultado estatisticamente significativo, p < 0,05

2 No foi possivel avaliar os 277 pacientes e controles.

Grau de escolaridade - S: ensino médio completo a superior; P: ensino fundamental incompleto a ensino médio
incompleto; A: analfabetos.

Consumo de carne vermelha - 1-4: 1 a 4 vezes na semana; 5-7: 5 a 7 vezes na semana
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Tabela 2 - Frequéncias genotipicas dos genes PTEN, PI3K, AKT1, AR e AMACR e

associacdo com cancer de prostata

Caso Controle Nao ajustado Ajustado
Genes SNP Genétipos N (%) N (%) OR (IC95% .
o) Valor p OR (IC95%) Valor p
PTEN s2735343 CcC 55 (19,9) 36 (13,0) Referéncia Referéncia
CG 115 (41,5) 143 (51,6) 0,53 (0,32-0,86) 0,010% 0,44 (0,17-1,15) 0,092
GG 107 (38,6) 98 (35,4) 0,72 (0,43-1,18) 0,189 0,58 (0,22-1,54) 0,275
Modelo dominante
CcC 55 (19,9) 36 (13,0) Referéncia Referéncia
CG+GG 222 (80,1) 241 (87,0) 0.60 (0,38-0,95) 0,030* 0,50 (0,21-1,20) 0,121
Modelo recessivo
CC+CG 170 (61,4) 179 (64,6) Referéncia Referéncia
GG 107 (38,6) 98 (35,4) 1,15 (0,81-1,62) 0,428 1,08 (0,59-1,98) 0,800
Frequéncia alélica
C 225 (40,7) 215 (38,8) Referéncia
G 329 (59,3) 339 (61,2) 0,93 (0,73-1,18) 0,581
PI3K rs2699887 GG 172 (62,1) 177 (63,9) Referéncia Referéncia
GA 90 (32,5) 87 (31,4) 1,07 (0,74-1,53) 0,735 0,95 (0,51-1,75) 0,859
AA 15 (5,4) 13 (4,7) 1,18 (0,56-2,48) 0,663 1,50 (0,36-6,24) 0,579
Modelo dominante
GG 172 (62,1) 177 (63,9) Referéncia Referéncia
GA+AA 105 (37,9) 100 (36,1) 1,08 (0,77-1,53) 0,660 1,00 (0,55-1,81) 0,999
Modelo recessivo
GA+GG 262 (94,6) 264 (95,3) Referéncia Referéncia
AA 15 (5,4) 13 (4,7) 1,16 (0,54-2,49) 0,698 1,56 (0,81-3,02) 0,188
Frequencia alélica
G 434 (78,4) 441 (79,6) Referéncia
A 120 (21,6) 113 (20,4) 1,08 (0,81-1,44) 0,658
AKT1 rs2494750 cC 210 (75,8) 203 (73,2) Referéncia Referéncia
CG 66 (23,8) 73 (26,4) 0,87 (0,60-1,28) 0,493 0,75 (0,57-0,99) 0,045*
GG 1(0,4) 1(0,4) 0,97 (0,06-15,56) 0,981 - -
Modelo dominante
GG 172 (62,1) 177 (63,9) Referéncia Referéncia
CG+GG 67 (24,2) 74 (26,7) 0,88 (0,60-1,28) 0,495 0,76 (0,58-0,99) 0,044*
Modelo recessivo
CG+GG 276 (99,6) 276 (99,6) Referéncia Referéncia
GG 1(0,4) 1(0,4) 1,00 (0,06-16,07) 1,000 - -
Frequencia alélica
C 486 (87,7) 479 (86,4) Referéncia
G 68 (12,3) 75 (13,6) 0,89 (0,63-1,27) 0,591
AMACR 153195676 GG 107 (38,7) 96 (34,7) Referéncia Referéncia
GA 125 (45,1) 118 (42,6) 0,95 (0,65-1,38) 0,789 1,02 (0,54-1,94) 0,948
AA 45 (16,2) 63 (22,7) 0,64 (0,40-1,03) 0,064 0,53 (0,24-1,19) 0,124
Modelo dominante
GG 107 (38,6) 96 (34,7) Referéncia Referéncia
GA+AA 170 (61,4) 181 (65,3) 0,84 (0,60-1,19) 0,332 0,84 (0,45-1,56) 0,575
Modelo recessivo
GA+GG 232 (83,8) 214 (77,3) Referéncia Referéncia
AA 45 (16,2) 63 (22,7) 0,66 (0,43-1,01) 0,054 0,54 (0,27-1,04) 0,067
Frequencia alélica
G 339 (61,3) 310 (56,0) Referéncia
A 215 (38,7) 244 (44,0) 0,81 (0,63-1,02) 0,088
AR rs17302090 G 99 (35,7) 88 (31,8) Referéncia Referéncia
A 178 (64,3) 189 (68,2) 0,84 (0,59-1,19) 0,323 0,81 (0,49-1,35) 0,422

OR (IC95%): Valor da Odds Ratio com intervalo de confianca de 95%. Ajustado para histdrico familiar de cancer, histérico familiar de cancer de
prostata e escolaridade.
*Valor estatisticamente significativo, p < 0.05.
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Tabela 3 - Associacao entre 0s genotipos dos genes AKT1+AR com cancer de prostata

Pacientes Individuos Ajustado
Genes SNP Genétipos com CaP controle
N (%) N (%) OR (IC95%) Valor p
AKT1 152494750 CC+G 71 (25,6) 66 (23,8) Referéncia
+ CC+A 139 (50,2) 137 (49,5) 1,01 (0,62-1,64) 0,965
AR rs1730209 CG+G 28 (10,1) 22(7,9) 1,28 (0,62-2,66) 0,505
CG+A 38(13,7) 51 (18,4) 0,50 (0,26-0,97) 0,041%*
GG+G 0(0,0) 0(0,0)
GG+A 1(0,4) 1(0,4)

OR (IC95%)= Valor de Odds Ratio com intervalo de confianga de 95%. Ajustado para histérico familiar de cancer, historico familiar de cancer de
prostata e escolaridade.
*Valor estatisticamente significativo p <0,05

Na Tabela 4 estdo apresentados os parametros clinico (PSA) e histopatolégicos dos
tumores obtidos dos prontuarios dos pacientes. A maioria dos pacientes 147 (54,0%),
apresentou nivel de PSA entre 4,1 - 10 ng/mL; 115 pacientes (42,3%) possuiam nivel
plasmético de PSA maior que 10 ng/mL e somente 10 (3,7%) apresentaram nivel de PSA até
4ng/mL. Em relacdo ao escore de Gleason, 133 pacientes (48,4%) possuiam escore de 3 - 6;
117 (42,5%) escore 7 e somente 25 (9,1%) apresentaram escore de 8 - 10. A bilateralidade do
tumor foi evidenciada em 137 individuos (53,1%). Em relacdo ao estadiamento, 154 tumores
(60,4%) encontravam-se em estagio T2, contra 101 (39,6%) em estadgio T3 e T4. Os
parametros como extensdo extracapsular, invasao de vesicula seminal, invasdo perineural e
invasdo de linfonodos estavam ausentes na maioria dos pacientes.

Os gendtipos dos cinco SNPs analisados no presente estudo foram avaliados quanto a
associacdo com diferentes parametros histopatologicos (escore de Gleason, extensdo
extracapsular, comprometimento de vesicula seminal, invasdo perineural, invasdo de
linfonodos, bilateralidade e estadiamento do tumor) e com o parametro clinico nivel de PSA
(Apéndice 2).

Ao comparar 0s genotipos heterozigotos e/ou polimdrficos com os prevalentes, foi
possivel observar que isoladamente e apenas 0s genotipos GA e GA+AA do gene AMACR
isolado promoveram efeito protetor para invasdo de vesicula seminal (OR= 0,33;
1C95%=0,14-0,80 p=0,013); (OR= 0,39; 1C95%=0,18-0,84 p=0,015), respectivamente
(Tabela 5).

Quando foram associados 0s genotipos de diferentes SNPs, foram obtidos alguns
resultados estatisticamente significativos. As seguintes associagdes indicaram protecéo para
invasao de vesicula seminal: AKT1 (CC) + AR (A) (OR=0,43; 1C95%= 0,19-0,97 p=0,043) e
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AKT1 (CC) + AMACR (GA) (OR= 0,31; 1C95%= 0,12-0,78 p=0,015). As associacdes que
indicaram protecdo para bilateralidade do tumor foram: AKT1 (CC) + AR (A) (OR= 0,53;
1C95%= 0,29-0,98 p=0,042) e PI3K (GG) + AR (A) (OR=0,50; 1C95%= 0,26-0,97 p=0,040)
(Tabela 5).

A combinacéo da associacdo dos genétipos PTEN (CG) + AMACR (GG) (OR= 3,09;
1C95%=1,01-9,48 p=0,049); PTEN (CG) + AR (G) (OR= 3,50; 1C95%=1,06-11,53 p=0,039)
e PTEN (CG) + AR (A) (OR= 3,05; 1C95%= 1,04-8,96 p=0,042) indicaram maior risco de
ocorréncia de extensdo extracapsular (Tabela 5).
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Tabela 4 - Analise dos niveis de PSA e das caracteristicas histopatologicas dos tumores de

pacientes com cancer de préstata (n=277)

Parametros* Categorias N %
Nivel de PSA 0,0-4,0 10 3,7
(ng/mL) 4,1-10,0 147 54,0
>10,1 115 42,3
Total 272 100,0
Escore de Gleason 3-6 133 48,4
7 117 42,5
8-10 25 9,1
Total 275 100,0
Extensdo extracapsular Presenca 97 37,7
Auséncia 160 62,3
Total 257 100,0
Invasdo de vesicula seminal Presenca 32 12,5
Auséncia 225 87,5
Total 257 100,0
Auséncia 215 83,7
Total 257 100,0
Bilateralidade Presenca 137 53,1
Auséncia 121 46,9
Total 258 100,0
Invaséo de linfonodos Presenca 6 2,5
Auséncia 232 97,5
Total 238 100,0
Estadiamento T2 154 60,4
T3eT4 101 39,6
Total 255 100,0

*Para todos os pardmetros pareados néo foi possivel avaliar os 277 pacientes.
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Tabela 5 — Associacdo de dados histopatologicos de tumores de pacientes com cancer de préstata com
0s genotipos dos genes PTEN, PI3K, AKT1, AR e AMACR

hi;ﬁ;ﬁﬂig‘;zos Genes SNP Genotipos N (I:, %) Nl?% ) OR (IC95%) Valor p
Invasdo vesicula AMACR 53591676 GG 19 (59,4) 82(36,4) Referéncia
Seminal GA 8(25,0) 105 (46,7) 0,33 (0,14-0,80) 0,013*
(n=257) AA 5 (15,6) 38 (16,9) 0,57 (0,20-1,64) 0,294

GA+AA 13 (40,6) 143 (63,6) 0,39 (0,18-0,84)* 0,015

AKT1 rs2494750 CC+G 14 (43,8) 53 (23,6) Referéncia
+ CC+A  13(40,6) 115(511) 0,43 (0,19-0,97) 0,043*
AR rs17302090 CG+G 2(6,3) 25 (11,1) 0,30 (0,06-1,44) 0,132
CG+A 3(9,9) 31 (13,8) 0,37 (0,10-1,38) 0,137
GG+A 0 (0,0 1 (0,4) - -

AKT1 rs2494750 CC+GG 16(50,0) 57(25,3) Referéncia
+ CC+GA 7(219 81 (36,0) 0,31 (0,12-0,80) 0,015*
AMACR  rs3195676 CC+AA  412)5) 30 (13,3) 0,48 (0,15-1,55) 0,217
CG+GG 3094 25(11,1) 0,43 (0,11-1,60) 0,207
CG+GA 1 (3,1 23 (10,2) 0,16 (0,02-1,24) 0,078
CG+AA 1(31) 8 (3,6) 0,45 (0,05-3,83) 0,461
GG+AG  0(0,0 1(0,4) - -

Bilateralidade AKT1 rs2494750 CC+G  43(31,4) 24(198) Referéncia
(n = 258) + CC+A  63(46,0) 66 (54,5 0,53 (0,29-0,98) 0,042*
AR rs17302090 CG+G 13 (9,5) 14 (11,6) 0,52 (0,21-1,28) 0,155
CG+A  17(12,4) 17 (14)0) 0,56 (0,24-1,29) 0,172
GG+A 1(0,7) 0 (0,0) - -
GG+G 0 (0,0) 0(0,0) -

PI3K rs2699887 GG+G 38(27,7) 21(17,4) Referéncia
+ GG+A  47(34,3) 52(43,0) 0,50 (0,26-0,97)* 0,040
AR rs17302090 GA+G  18(13,1) 16(13,2) 0,62 (0,26-1,47) 0,278

GA+A  26(19,00 25(20,7) 0,58 (0,27-1,24) 0, 156
AA+G  0(0,0) 1(0,8) - -
AA+A  8(58) 6 (5,0) 0,74 (0,23-2,41) 0,614



Extensao PTEN rs2735343
Extracapsular +
(n=257) AMACR rs3591676

PTEN rs2735343

+
AR 1517302090

CC+GG
CC+GA
CC+AA
CG+GG
CG+GA
CG+AA
GG+GG
GG+AG
GG+AA

CC+G
CC+A
CG+G
CG+A
GG+G
GG+A

6 (6,2)
6 (6,2)
3(3,1)
16 (16,5)
20 (20,6)
11 (11,3)
15 (15,5)
17 (17,5)
3(3,1)

5 (5,2)
10 (10,3)
15 (15,5)
32 (33,0)
14 (14,4)
21 (21,6)

22 (13,8)
11 (6,9)
3(1,9)

19 (11,9)

30 (18,8)
13 (8,1)

23 (14,4)

29 (18,1)
10 (6,3)

21 (13,1)
15 (9,4)
18 (11,3)
44 (27,5)
21 (13,1)
41 (25,6)

Referéncia
2,00 (0,52-7,66)
3,67 (0,58-23,03)
3,09 (1,01-9,48)
2,44 (0,84-7,09)
3,10 (0,93-10,39)
2,39 (0,79-7,28)
2,15 (0,73-6,35)
1,10 (0,23-5,31)

Referéncia
2,80 (0,79-9,89)
3,50 (1,06-11,53)
3,06 (1,04-8,96)
2,80 (0,86-9,18)
2,15 (0,71-6,52)

58

0,312
0,166
0,049*
0,100
0,066
0,125
0,166
0,906

0,110
0,039+
0,042*

0,089

0,175

OR (1C95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianca de 95%. P: presente; A: ausente.

*Valor estatisticamente significativo, p < 0.05.
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Discussao

O CaP é uma patologia heterogénea que atualmente oferece uma possibilidade de
deteccdo de 19% durante a vida, enquanto o risco de 6bito pela doenca € de apenas 8%. Essa
discrepancia entre a incidéncia e a mortalidade é atribuida ndo apenas ao tratamento empregado,
mas em parte ao aumento da deteccdo de tumores iniciais e de crescimento lento (SIEGEL et
al., 2017). Os pacientes portadores de tumores de crescimento lento estariam expostos a riscos
desnecessarios, como consequéncia da terapia. Portanto, atualmente o maior desafio no CaP é
a identificacdo de marcadores capazes de classificar os tumores de acordo com seu potencial de
agressividade e de reconhecer pacientes que necessitam de terapia especifica (VANACORE et
al., 2017).

A taxa de desenvolvimento do CaP varia substancialmente de acordo com a idade
(REBBECK, 2017), ancestralidade (BELL et al., 2015) e historico familiar (SIEGEL;
NAISHADHAM, JEMAL, 2012). No presente estudo o historico familiar de cancer foi um fator
de risco (p=0,001). Os pacientes que possuiam CaP na familia também apresentaram maior
suscetibilidade para desenvolverem a neoplasia prostatica (p=0,031). Estes achados
comprovam a alta contribuicdo hereditaria para o desenvolvimento deste carcinoma. Cremers
et al. (2016) demonstraram que, embora o cancer de préstata possua sitios herdaveis que
determinam a suscetibilidade a doenca, ndo € apenas um gene que ird determina-la, pois esta é
uma patologia que possui um grande nimero de genes envolvidos, sendo considerada uma
doenca multifatorial.

A educacdo é um indicador de status socioecondmico, inversamente associada a
incidéncia de cancer em varios 6rgdos; em geral, quanto maior o nivel de escolaridade, menor
o0 risco de canceres agressivos (MOUW et al., 2008). Na amostra estudada os individuos
analfabetos apresentaram duas vezes mais risco de CaP, quando comparados com Seus
respectivos controles. Esses dados confirmam a afirmacdo de Wolf et al. (2006), de que um
nivel mais alto de alfabetizagdo proporciona ao homem maior compreensdo da saude da
prostata e, consequentemente, a busca por acompanhamento médico. Neste caso, a baixa
instrucdo dos pacientes pode levar ao diagnostico do tumor em estagios mais avancados e ter
como consequéncia um alto indice de mortalidade.

A idade média dos pacientes do presente estudo foi 65,38 + 7,15 anos o que corrobora
os dados da literatura que mostram que o CaP é uma doenca da terceira idade, pois a maioria
dos casos de CaP esporadico acomete homens acima de 65 anos. Este fato foi relacionado com
0 acimulo de danos no DNA (O’CONNOR, 2015).
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O antigeno especifico prostatico (PSA) é uma glicoproteina produzida pelas células
epiteliais prostaticas que ndo se constitui em marcador cancer especifico, pois pode estar
alterado em outras afeccbes prostaticas (HENDRIKS; VAN OORT, SCHALKEN, 2017;
HAMDY et al., 2016) e ndo existe valor exato que determine a presenca da doencga maligna. Os
valores do PSA ao diagndéstico no presente estudo, variaram de 1,5 a 933,9 ng/mL, confirmando
a baixa especificidade deste marcador para CaP. Em consequéncia desta caracteristica, a
USPSTF (The U.S. Preventive Services Task Force), e varios outros 6rgédos de saide do mundo,
recomendaram n&o rastrear o CaP baseado no PSA, pois apesar de resultar na deteccdo de
muitos casos de CaP, os efeitos sobre a mortalidade s&o minimos (JEMAL et al., 2015).

Considerando o importante papel que os SNPs tém apresentado como biomarcadores
em diversos tipos de doencas, foram escolhidos alguns genes e SNPs candidatos a
biomarcadores de suscetibilidade e prognostico ao CaP (WANG et al., 2016), entre eles, 0s
componentes da via de sinalizagdo PTEN/PI3K/AKT, importante reguladora do crescimento,
metabolismo, ciclo celular, reparo do DNA e bloqueio da apoptose (ZHU et al., 2016).

O SNP do gene PTEN, rs2735343 estudado neste trabalho, esta localizado numa regiao
intrénica, ou seja, ndo codificante. Ele pode, de acordo com JANG et al. (2013), influenciar o
splicing, a expressao da proteina, e consequentemente, a regulagéo do ciclo celular e o risco de
cancer. Estes autores mostraram que pacientes com carcinoma de células escamosas de es6fago
(ESCC), portadores do genotipo homozigoto GG do mesmo SNP avaliado no presente estudo,
apresentaram maior risco para ESCC. Este SNP também foi considerado por Ma et al. (2012)
como fator de suscetibilidade para ESCC em pacientes que apresentavam os genotipos CG e
GG.

Song et al. (2017) realizaram um estudo de meta-analise com diferentes tipos de cancer,
inclusive CaP, e associaram 0 risco para cancer com individuos portadores do alelo G na
populacdo asiatica. No presente estudo ndo encontramos associa¢ao das variantes deste gene
com a suscetibilidade a CaP na amostra estudada. No entanto, em todas as combinacdes
genotipicas onde detectamos maior risco de ocorréncia de extensdo extracapsular, o alelo G do
gene PTEN (rs2735343) estava presente (Tabela 4), o que parece confirmar as hipoteses acima
citadas.

O gendtipo heterozigoto nestes casos, pode ter originado uma proteina ndo funcional,
pois de acordo com Jang et al. (2013), este supressor tumoral apresenta uma caracteristica muito
peculiar; ao contrario da maioria dos genes supressores tumorais, a perda de um dnico alelo ja
resulta em um fendtipo anormal, ou seja, € considerado um supressor haploinsuficiente e,

portanto, ndo segue o modelo genético classico de inativacéo bialélica. Realmente, a perda da
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atividade desta proteina parece ser comum em diferentes tipos de cancer (INOUE; FRY, 2015)
e explica nossos achados.

O gene AKT1 pertence a familia AKT e a proteina codificada por ele desempenha um
importante papel na sobrevida celular por meio do controle da apoptose, tendo sido relacionado
com o desenvolvimento de varias doencas, incluindo o cancer (PAINTER et al., 2016). A
relacdo entre 0 CaP e 0 SNP rs2494750 é controversa, Kariyadi et al. (2015) e Fitzgerald et al.
(2018) associaram este SNP com morte especifica por CaP em pacientes portadores do alelo G.
No entanto, no presente estudo o mesmo SNP promoveu prote¢do para CaP aos portadores dos
genotipos CG. O genodtipo heterozigoto, quando combinado com o alelo A do gene AR
(rs17302090), também conferiu protecdo ao CaP. Outros trabalhos ndo detectaram associacao
do gene AKT1 (rs2494750) com carcinoma de células escamosas de eséfago (ZHU et al., 2016)
e com cancer de endométrio (FALLAH et al., 2015).

Dados o0s resultados conflitantes expostos acima, serd interessante confirmar
futuramente em amostras maiores de pacientes portadores de CaP de outras populacdes, a
associacdo ou nao do SNP rs2494750 com protecdo ou risco a doenca, avaliando a atividade
funcional deste SNP frente ao desenvolvimento da doenca.

Estudos in vitro e in vivo mostraram que a sinalizagéo da via PI3K/AKT/mTOR interage
com o gene AR, com funcdes antagonistas; quando a via era inibida, provocava um aumento da
expressao do AR, e esse mecanismo poderia ser um alvo terapéutico para pacientes com cancer
de préstata androgeno dependente (KAARBO et al., 2010). Segundo os autores, aparentemente
a via de sinalizacdo do gene AR com diferentes genes downstream pode estar envolvida com a
transformag&o maligna do CaP.

Alguns SNPs estudados no gene AR ja demonstraram que a proteina codificada
apresenta alteracdo na ligagdo com cofatores, alteracdo esta, associada a sindrome da
insensibilidade aos androgénios, que pode afetar a acéo e os niveis de androgénios circulantes
(NAEYER et al., 2014). Em nosso estudo o SNP rs17302090 estudado no gene AR ndo foi
associado com o CaP. Sun et al. (2010) avaliaram o polimorfismo rs1204038 que tem um forte
desequilibrio de ligagdo com 0 rs17302090 avaliado neste estudo, e ndo encontraram associagao
para risco ao CaP agressivo e terapia de privacdo de andrégeno. No entanto, o alelo A, quando
combinado com os genes AKT1 (CC) e PI3K (GG) conferiu, respectivamente, protecdo para
invasdo de vesicula seminal e bilateralidade do tumor.

Lindstrom et al. (2007) mostraram que portadores do alelo raro A (rs17302090) que
receberam tratamento hormonal primario apresentaram duas vezes mais risco de morrer por

CaP em relagdo aos individuos que possuiam o alelo prevalente, e sugeriram que este
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polimorfismo atuaria como um modificador no tratamento hormonal da doenga levando & morte
por CaP.

O ultimo gene avaliado no presente estudo codifica a enzima AMACR que encontra-se
superexpressa nos tecidos tumorais da prdstata. Essa superexpressao parece estar envolvida na
iniciagdo do carcinoma, uma vez que j& foi descrito este tipo de alteragdo em neoplasias
intraepiteliais da préstata - PIN (JEMAL et al., 2008; JARVIS; CHUGHTAI, KAPLAN, 2015).
A enzima AMACR participa no metabolismo de acidos graxos. As principais fontes de acido
graxo de cadeia ramificada na dieta humana incluem, entre outros, carne vermelha, que é
considerada um fator de risco para CaP. O consumo desses &cidos graxos, associado a
superexpressdo de AMACR nas células cancerosas da préstata, consistentemente aumenta a
oxidacdo nessas células, resultando na producdo de espécies reativas de oxigénio, que podem
danificar o DNA (WRIGHT et al., 2011).

No presente estudo ndo foi observada diferenca das variantes genotipicas do gene
AMACR (rs3195676) entre os pacientes com CaP e controles. Os dados encontrados
aparentemente contrariam o risco ao CaP atribuido a superexpressao desta proteina. No entanto,
devemos lembrar que o SNP rs3195676, localizado no éxon 1, regido codificante, resulta na
substituicdo de valina por metionina. O uso de ferramentas de bioinformatica para predizer a
influéncia desta troca de aminoécidos na integridade da proteina mostrou que esta substitui¢do
¢ considerada ‘‘intolerante’” em portadores de alelos recessivos deste SNP, sugerindo que este
SNP pode danificar a proteina e, consequentemente, torna-la menos expressa (LEVIN et al.,
2007).

Lee et al. (2013) estudaram o mesmo polimorfismo e mostraram que homens portadores
do alelo G, com escore de Gleason > 7 e > pT2c, apresentavam maior risco de desenvolver CaP.
Um experimento in vitro também demonstrou que uma diminuicdo no nivel da proteina
AMACR resulta em uma diminuicao da proliferacdo de células de adenocarcinoma da prostata
(ZHA et al., 2003). Estes fatos explicam os resultados obtidos no presente estudo, pois sempre
que o alelo A do SNP estava presente, foi observada protecdo ao CaP, ou seja, a proteina
AMACR estava danificada e provavelmente apresentou baixa expresséo, levando a um melhor

prognostico para os pacientes portadores do alelo raro.
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Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo indicaram alguns SNPs promissores para serem
avaliados e confirmados em estudos posteriores em outras populagdes e que utilizem um maior
namero amostral do que o usado no presente estudo.

Os SNPs avaliados nos genes AKT1 e AR foram associados com protecdo ao
desenvolvimento de CaP. A principio, individuos portadores dos genotipos sugeridos, poderiam
ndo ser submetidos a super-tratamentos e, consequentemente, serem poupados de efeitos
colaterais, mas isto demanda estudos adicionais. Além disso, a associa¢do dos polimorfismos
presentes nos genes AMACR, AKT1 e AR com dados histopatoldgicos como bilateralidade do
tumor e comprometimento de vesicula seminal, indicou um melhor progndéstico aos pacientes,
mostrando a importancia dessas variantes polimorficas quanto a agressividade do tumor. Assim,
0s genes AKT1 e AR sdo candidatos a marcadores preditivos em pacientes com esta doenca.

Foram também obtidas associacdes dos gendtipos dos genes PTEN, AMACR e AR com
risco para extensdo extracapsular, o que estd associado a pior prognostico aos pacientes
portadores destes genotipos no pos-tratamento. Caso essas associa¢es sejam confirmadas em
estudos futuros, individuos portadores destes genotipos deveriam ser acompanhados com maior
cautela. Portanto, as associaces das variantes genotipicas desses genes poderdo ser usadas

como marcadores para agressividade para CaP.
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Apéndice 1 - Frequéncias genotipicas obtidas ap6s associacdo entre os gendtipos dos genes

PTEN, AKT, PI3K, AR e AMACR em pacientes com cancer de prostata e seus controles

Pacientes Individuos Nio ajustado Ajustado
Genes SNP Gendtipos c(;lm(oC/oz;P c;n(t:‘/:);e OR (IC95%) Valor p OR (IC95%) Valor p
PTEN s2735343 CC+GG 35(12,6) 23(8,3) Referéncia Referéncia
+ CC+GA 16 (5,8) 10 (3,6) 1,05 (0,41-2,72) 0,918 1,20 (0,21-7,02) 0,838
PI3K 152699887 CC+AA 4(1,4) 3 (L) 0,88 (0,18 - 4,28) 0,870 - -
GC+GG 72 (26) 96 (34,7) 0,49 (0,27 - 0,91) 0,023* 0,46 (0,16-1,31) 0,148
GC+GA 35 (12,6) 39 (14,1) 0,59 (0,29 -1,18) 0,137 0,46 (0,14-1,47) 0,189
GC+AA 8(2,9) 8(2,9) 0,66 (0,22 - 2,00) 0,459 0,57 (0,10-3,33) 0,531
GG+GG 65 (23,5) 58 (20,9) 0,74 (0,39 - 1,39) 0,344 0,63 (0,22-1,81) 0,389
GG+GA 39 (14,1) 38 (13,7) 0,67 (0,34-1,34) 0,263 0,56 (0,18-1,77) 0,324
GG+AA 3 (L) 2(0,7) 0,99 (0,15 - 6,36) 0,988 - -
PTEN rs2735343 Cc+CC 45 (16,2) 30(10,8) Referéncia Referéncia
+ CC+CG 10 (3,6) 6(2,2) 1,11 (0,36-3,38) 0,853 1,32 (0,24-7,35) 0,749
AKT1 rs2494750 CG+CC 82 (29,6) 99 (35,7) 0,55 (0,32-0,95) 0,033+ 0,55 (0,20-1,49) 0,242
CG+CG 32 (11,6) 44 (15,9) 0,48 (0,25-0,93) 0,029+ 0,30 (0,09-0,98) 0,056
CG+GG 1(0,4) 0(0,0) - - i -
GG+CC 83 (30) 74 (26,7) 0,75 (0,43-1,31) 0,307 0,63 (0,24-1,72) 0,634
GG+CG 24 (8,7) 23(8,3) 0,70 (0,33-1,45) 0,333 0,59 (0,15-2,24) 0,585
GG+GG 0(0,0) 1(0,4) - - - -
PTEN rs2735343 CC+GG 19 (6,9) 11 (4,0) Referéncia Referéncia
+ CC+AG 30 (10,8) 16 (5,8 0,92 (0,35-2,40) 0,867 1,56 (0,31-7,84) 0,591
AMACR (3195676 CC+AA 6(22) 9(32) 0,36 (0,11-1,18) 0,001 1,24 (0,07-21,81) 0,882
CG+GG 55 (19,9) 70 (25,3) 0,46 (0,21-0,97) 0,041* 0,55 (0,16-1,89) 0,346
CG+AG 36 (13) 42 (15,2) 0,42 (0,21-0,85) 0,015* 0,48 (0,15-1,50) 0,204
CG+AA 24 (8,7) 31(11,2) 0,41 (0,18-0,93) 0,032* 0,53 (0,14-1,99) 0,350
GG+GG 51 (18,4) 37 (13,4) 0,57 (0,27-1,22) 0,149 0,78 (0,23-2,64) 0,692
GG+AG 41 (14,8) 38(13,7) 0,73 (0,35-1,54) 0,415 1,08 (0,32-3,59) 0,906
GG+AA 15 (5,4) 23 (8,3) 0,35 (0,14-0,85) 0,020* 0,20 (0,05-0,87) 0,310
PTEN 152735343 CC+G 28 (10,1) 15 (5.4) Referéncia Referéncia
+ CC+A 27 (9,7) 21 (7,6) 0,69 (0,29-1,61) 0,389 1,65 (0,33-8,36) 0,545
AR rs1730209 CG+G 34 (12,3) 39 (14,1) 0,47 (0,21-1,02) 0,055 0,55 (0,15-2,07) 0,378
CG+A 81 (29,2) 104 (37,5) 0,42 (0,21 -0,83) 0,013* 0,54 (0,17-1,73) 0,298
GG+G 37 (13,4) 34 (12,3) 0,58 (0,27-1,27) 0,176 0,98 (0,26-3,78) 0,977
GG+A 70 (25,3) 64 (23,1) 0,57 (0,29-1,19) 0,142 (0,19-2,04) 0,433



AKT

PI3K

AKT1

+

AMACR

AMACR

AR

PI3K

AR

PI3K

AMACR

rs2494750

rs2699887

1s2494750

rs3195676

rs1730209

152699887

rs1730209

rs2699887

rs3195676

CC+GG
CC+GA
CC+AA
CG+GG
CG+GA
CG+AA

GG+GG

CC+GG
CC+GA
CC+AA
CG+GG
CG+CG
CG+AA
GG+GA

GG+G
GG+A
GA+A

AA+A

GG+G
GG+A
GA+G
GA+A
AA+G

AA+A

GG+GG
GG+GA
GG+AA
GA+GG
GA+GA
GA+AA
AA+GG
AA+AG

AA+AA

129 (46,6)

71(25,6)
10 (3,6)

42 (15,2)
19 (6,9)
5 (1,8)
1(0,4)

78 (28,2)
96 (34,7)
36 (13)
29 (10,5)
28 (10,1)
9(32)
1(0,4)

99 (35,7)
8(2,9)
125 (45,1)
45 (16,2)

62 (22,4)
110 (39,7)
36 (13)
54 (19,5)
1(0,4)
14 (5,1)

66 (23,8)
81(29,2)
25(9,0)
40 (14,4)
33(11,9)
17 (6,1)
1(0,4)
11 (4,0)
3(,1)

135 (48,7)
58 (20,9)
10 (3,6)
41 (14.,8)
29 (10,5)
3(L1)
1(0,4)

71(25.6)
79 (28.5)
53 (19,1)
25 (9)
38 (13,7)
10 (3.6)
1(04)

88 (31,8)
8(29)
118 (42,6)
63 (22,7)

57 (20,6)
120 (43,3)
27(9,7)
60 (21,7)
4(1,4)
9(32)

59 (21,3)
77 (27.8)
41 (14,8)
33(11,9)
39 (14,1)
15 (5.4)
4(1,4)
2(07)
7 (2.5)

Referéncia
1,28 (0,84-1,95)
1,05 (0,42-2,60)
1,07 (0,65-1,76)
0,69 (0,37-1,28)
1,74 (0,41-7,45)
1,05 (0,06-16,91)

Referéncia
1,11 (0,71-1,71)
0,62 (0,36-1,05)
1,06 (0,57-1,97)
0,67 (0,37-1,20)
0,82 (0,32 -2,13)
0,91 (0,06-14,83)

Referéncia
0,90 (0,32-2,47)
0,94 (0,64-1,38)
0,63 (0,39-1,02)

Referéncia
0,84 (0,54-1,31)
1,23 (0,66-2,27)
0,83 (0,49-1,38)
0,23 (0,02-2,12
1,43 (0,57-3,56)

Referéncia
0,94 (0,59-1,50)
0,55 (0,30-1,00)
1,08 (0,61-1,93)
0,76 (0,42-1,35)
1,01 (0,47-2,21)
0,22 (0,02-2,06)

4,92 (1,04-23,10)*
0,38 (0,10-1,55)

0,251
0,922
0,782
0,238
0,453

0,974

0,652
0,076
0,864
0,180
0,683
0,947

0,821
0,757
0,063

0,449
0516
0,470
0,194
0,442

0,798
0,051
0,786
0,347
0,947
0,186
0,044

0,178

69

Referéncia
1,19 (0,60-2,35)
1,28 (0,31-5,27)
0,99 (0,45-2,75)
0,47 (0,16-1,35)

Referéncia
1,14 (0,58-2,28)
0,59 (0,25-1,38)
0,99 (0,39-2,49)
0,65 (0,24-1,77)
0,32 (0,07-1,46)

Referéncia
0,68 (0,09-5,00)
1,00 (0,49-2,01)
0,52 (0,21-1,25)

Referéncia
0,97 (0,44-2,18)
1,73 (0,53-5,67)
0,68 (0,27-1,71)

2,79 (0,37-21,08)

Referéncia
1,27 (0,55-2,91)
0,54 (0,19-1,54)
1,54 (0,53-4,44)
0,52 (0,13-2,06)
0,52 (0,13-2,06)
3,58 (0,27-47,91)
2,03 (0,13-32,91)

0,625
0,729
0,971

0,158

0,699
0,223
0,975
0,395
0,142

0,708
0,990
0,141

0,949
0,364
0,418

0,319

0,578
0,246
0,424
0,597
0,353

0,335
0,619

OR (IC95%): Valor da Odds Ratio com intervalo de confianca de 95%. Ajustado para histérico familiar
de céncer, histdrico familiar de cancer de prdstata e escolaridade. *Valor estatisticamente significativo, p < 0.05.
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Bilateralidade (N=258)

Extensdo extracapsular (N=257)

Invasio de vesicula seminal (N=257)

Invasdo perineural (N=257)

Genesys | Gemdtipos g, ” N ‘(f, o OR (IC95%) N 5, " N ‘(f, ” OR (IC95%) N ﬁ, " N ?,, o OR (IC95%) N 5, " N ?, ” OR (IC95%)
PTEN cC 27(197)  24(19,8) Referéncia 15(155)  36(22,5) Referéncia 8(250)  43(19,1) Referéncia 7(16,7) 44 (20,5) Referéncia
Rs2735343 CG 57 (416)  53(43.8) 0,96 (0,49-1,86) 47 (485)  62(388) 1,82 (0,89-3,71) 12 (37,5) 97 (43,1) 0,67 (0,25-1,74) 21(50,0)  88(40,9) 1,50 (0,59-3,80)

GG 53(38,7) 44 (36,4) 1,07 (0,54-2,11) 35(36,1)  62(388) 1,36 (0,65-2,82) 12 (37,5)  85(37,8) 0,76 (0,29-2,00) 14 (333)  83(38,6) 1,06 (0,40-2,82)
CG+GG  110(80,3)  97(80,2) 1,01 (0,55-1,86) 82(84,5) 124(775)  159(0,82-3,08) 24(75,0)  182(80,9) 0,71 (0,30-1,69) 35(83,3)  171(79,5) 1,29 (0,54-3,09)

AKT1 cC 106 (77,4) 90 (74,4) Referéncia 77 (79,4) 118 (73,8) Referéncia 27 (84,4) 168 (74,7) Referéncia 30 (71,4) 165 (76,7) Referéncia
Rs2494750 CG 30(21,9)  31(256) 0,82 (0,46-1,46) 20(20,6)  41(25,6) 0,75 (0,41-1,37) 5 (15,6) 56 (24,9) 0,56 (0,20-1,48) 11(26,2)  50(23,3) 1,21 (0,57-2,59)

GG 1(0,7) - - 0(0,0) 1(0,6) - 0(0,0) 1(0,4) - 1(2,4) 0(0,0) -

CG+GG  31(226)  31(256) 0,85 (0,48-1,50) 20 (20,6) 42 (26,3) 0,73 (0,40-1,34) 5(156)  57(253) 0,55 (0,20-1,51) 12 (28,6) 50 (23,3) 1,32 (0,63-2,77)

PIBK GG 85(62,0)  73(60,3) Referéncia 61(62,9) 96 (60,0) Referéncia 19 (59,4) 138 (61,3) Referéncia 30 (71,4) 127 (59,1) Referéncia
Rs2699887 GA 44(321)  41(33,9) 0,92 (0,54-1,56) 31(32,0) 54(338) 0,90 (0,52-1,56) 12(375)  73(324) 1,19 (0,55-2,60) 11(26,2) 74 (34,4) 0,63 (0,30-1,33)
AA 8 (5.8) 7(5.8) 0,98 (0,34-2,84) 5(5,2) 10 (6,3) 0,79 (0,26-2,41) 1(3,1) 14 (6,2) 0,52 (0,07-4,17) 1(2,4) 14 (6,5) 0,30 (0,04-2,39)
GA+AA  52(380)  48(39,7) 0,93 (0,56-1,54) 36(37,1) 64 (40,0) 0,89 (0,53-1,49) 13(40,6)  87(38,7) 1,09 (0,51-2,31) 12 (28,6)  88(40,9) 0,58 (0,28-1,20)

AMACR GG 60(43,8)  41(33,9) Referéncia 37(38,1)  64(40,0) Referéncia 19 (59,4)  82(36,4) Referéncia 20 (47,6)  81(37,7) Referéncia
rs3591676 GA 58(42,3) 56 (46,3) 0,71 (0,41-1,22) 43(443) 70 (43,8) 1,06 (0,61-1,85) 8(250) 105 (46,7) 0,32 (0,13-0,78)* 14 (333) 99 (46,0) 0,57 (0,27-1,21)
AA 19(139) 24 (19,8) 0,54 (0,26-1,11) 17 (175) 26 (16,3) 1,13 (0,54- 2,34) 5(156)  38(169) 0,56 (0,19-1,63) 8 (19,0) 35 (16,3) 0,93 (0,37-2,30)
GA+AA  77(562) 80 (66,1) 0,66 (0,40-1,09) 60 (61,9) 96 (60,0) 1,11 (0,65-1,88) 13 (40,6) 143 (63,6) 0,39 (0,18-0,83)* 22(52,4) 134 (62,3) 0,67 (0,34-1,29)

AR G 56 (40,9) 38 (31,4) Referéncia 34 (35,1) 60 (37,5) Referéncia 16 (50,0) 68 (34,7) Referéncia 18 (42,9) 76 (35,3) Referéncia
rs17302090 81(59,1)  83(68,6) 0,66 (0,40-1,11) 63 (64,9) 100 (62,5) 1,11 (0,66-1,88) 16 (50,0) 147 (65,3) 0,53 (0,25-1,12) 24(57,1) 139 (64,7) 0,73 (0,37-1,43)
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Continuacio Apéndice 2 - Frequéncias genotipicas dos genes PTEN, AKT1, PI3K, AR e AMACR associados com 0s parametros histopatolégicos e clinico

Estadiamento (N=255)

Nivel PSA (N=272)

Gleason (N=275)

Genes/ps Genotipos N%’ | ;3(';2‘; OR (IC95%) 01;1(2/’3 < z&)‘)’ OR (IC95%) 3a7 ((%4) N7 (‘I‘Jf% 10 OR 1C95%)
PTEN cC 35(22,7) 16 (15,8) Referéncia 31(19.7)  24(209) Referéncia 47 (20,5) 8 (17,9) Referéncia
Rs2735343 CG 58(37,7) 50 (49,5) 1,89 (0,94-3,81) 63(40,1)  50(435) 1,03 (0,54-1,96) 95 (41,5) 19 (41,3) 1,18 (0,48-2,88)

GG 61(39.6)  35(34,7) 1,26 (0,61-2,59) 63(40,1)  41(357) 0,84 (0,43-1,63) 87 (38,0) 19 (41,3) 1,28 (0,52-3,15)
CG+GG 119 (77,3)  85(84,2) 1,56 (0,81-3,00) 126 (80,3) 91 (79,1) 0,93 (0,51-1,70) 182 (79,5)  38(82,6) 1,23 (0,54-2,81)

AKT1 cC 114 (74,0) 80 (79,2) Referéncia 122 (77,7) 85 (73,9) Referéncia 171 (74,7) 37 (80,4) Referéncia
rs2494750 CG 40(26,0)  21(208) 0,75 (0,41-1,36) 34(21,7)  30(26,1) 1,27 (0,72-2,23) 57 (24,9) 9 (19,6) 0,73 (0,33-1,60)

GG 0(0,0) 0(0,0) - 1(0,6) 0(0,0) 0,99 (-) 1(0,4) 0(0,0) -

CG+GG  40(260)  21(208) 0,75 (0,41-1,36) 35(22,3)  30(26,1) 1,23 (0,70-2,16) 58 (25,3) 9 (19,6) 0,72 (0,33-1,58)

PI3K GG 94(61,0)  62(61,4) Referéncia 101 (64,3) 68 (59,1) Referéncia 143 (62,4)  28(60,9) Referéncia
rs2699887 GA 51(331)  34(337) 1,01 (0,59-1,73) 51(325)  37(32.2) 1,08 (0,64-1,82) 74 (32,3) 15(32,6) 1,04 (0,52-2,06)
AA 9(58) 5 (5,0) 0,84 (0,27-2,63) 5(3,2) 10 (8,7) 2,97 (0,97-9,07) 12 (5,2) 3(6,5) 1,28 (0,34-4,82)
GA+AA  60(39,0)  39(38,6) 0,96 (0,59-1,65) 56 (35,7) 47 (40,9) 1,25 (0,76-2,05) 86 (37.6) 18 (39,1) 1,07 (0,56-2,05)

AMACR GG 61 (39,6) 40 (39,6) Referéncia 59 (37,6) 47 (40,9) Referéncia 86 (37,6) 20 (43,5) Referéncia
rs3591676 GA 66 (42,9) 45 (44,6) 1,01 (0,59-1,65) 69 (439) 54 (47,0) 0,95 (0,58-1,66) 104 (45,4) 20 (43,5) 0,83 (0,42-1,64)
AA 27(175) 16 (158) 0,84 (0,27-2,63) 29 (185) 14 (12.2) 0,61 (0,29-1,28) 39 (17,0) 6 (13,0) 0,66 (0,25-1,78)
GA+AA  93(604)  61(60,4) 0,99 (0,59-1,65) 98 (62,4)  68(59,1) 0,87 (0,53-1,43) 143 (62,4) 26 (56,5) 0,78 (0,41-1,49)

AR G 58 (37,7) 36 (35,6) Referéncia 54 (38,3) 44 (34,4) Referéncia 79 (34,5) 19 (41,3) Referéncia
rs17302090 A 96 (62,3) 65 (64,4) 1,09 (0,65-1,84) 103 (656) 71(61,7)  0,85(0,51-1,40) 150 (65,5)  27(58,7) 0,75 (0,39-1,43)
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5. CONCLUSAO GERAL

Os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que as variantes polimorficas dos
genes AKT1 e AKT1+AR foram associadas com protecdo ao CaP.

As variantes dos genes AMACR, AKT1+ AR, AKT1+AMACR promoveram protecdo
para invasdo de vesicula seminal e as variantes genotipicas dos genes AKT1+AR, AKT1+PI3K
protecdo para bilateralidade do tumor. As variantes dos genes PTEN+AMACR, PTEN+AR
apresentaram associacdo com risco para extensdo extracapsular. Nenhuma associacdo
genotipica foi observada em relacdo aos demais parametros analisados (PSA, escore de
Gleason, invasdo perineural e invasdo de linfonodos).

Os resultados obtidos no presente estudo permitem indicar alguns SNPs como

candidatos a marcadores de prognostico e protecdo ao cancer de prostata.
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6 APENDICES

APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes

NOGs, llce Mara de Syllos Cdlus e Marilesia Ferreira de Souza da Universidade
Estadual de Londrina o convidamos para nossa pesquisa e solicitamos sua colaboracgéo e o
seu consentimento para inclui-lo em nosso projeto de pesquisa “Estudo comparativo do perfil
transcricional e genotipico de genes relacionados ao cancer de prostata entre individuos
sadios e portadores desta neoplasia para o desenvolvimento de assinaturas génicas com fins
diagndsticos, progndsticos e terapéuticos”. O objetivo deste estudo é avaliar alguns fatores
genéticos que possam auxiliar no diagnostico, progndstico e na terapia de pacientes
portadores de cancer de prostata. Assim, solicitamos a sua colaboracdo como voluntario neste
projeto onde vamos avaliar e comparar as semelhancas e diferencas entre dois grupos de
pessoas: sadias e com cancer. Portanto, solicitamos a sua autorizagdo para que uma pequena
quantidade de seu sangue (10 ml) seja coletada via pungdo venosa (picada na veia) com
seringa e agulha descartaveis. Esclarecemos que ndo havera desconforto fisico adicional para
a sua pessoa, além da picada da agulha.

Caso o senhor tenha que realizar prostatectomia (operacéo de retirada parcial ou total
da prostata), solicitamos também sua permissao para que, depois de realizada a cirurgia e da
amostra da sua prostata ter sido utilizada pelo laboratério do Hospital para diagnostico,
possamos coletar uma pequena amostra deste tecido que néo foi utilizado pelo Hospital, mas
que fica armazenado. Desta forma, a coleta do material para analise genética ocorrera
somente apos a finalizacdo do seu diagnostico e ndo trara riscos adicionais ao seu tratamento.

Pedimos sua autorizacdo para que moléculas (DNA, RNA ou proteinas) obtidas a partir da
amostra de sangue e/ou tecido possam ser armazenadas para estudos futuros no Laboratério
de Mutagénese e Oncogenética da UEL, quando sera solicitada nova autorizagdo do Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UEL para a realizacio das pesquisas posteriores.
O material obtido ficara armazenado no Laboratorio de Mutagénese e Oncogenética da UEL,
sob responsabilidade dos pesquisadores responsaveis por esta pesquisa. Esclarecemos ainda
que a autorizacdo para manutencdo destas amostras é por prazo indeterminado, podendo
ser cancelada por aviso escrito a responsavel pelo Laboratorio de Mutagénese e Oncogenética
da Universidade Estadual de Londrina.

Solicitamos também sua autorizacdo para que possamos consultar seu prontuario
médico (que fica no Hospital do Céancer de Londrina) e obter alguns dados clinicos.

Solicitamos-lhe o preenchimento de um questionario sobre seu estilo de vida, historico de



82

exposicao ocupacional, onde o senhor sera identificado apenas por um codigo, preservando
sua identidade. Este questionario ficard armazenado no laboratério de Mutagénese e
Oncogenética da Universidade Estadual de Londrina e somente poderdo ter acesso a ele 0s
pesquisadores responsaveis por esta pesquisa.

Sua identidade n&o serd revelada e sera mantido o carater confidencial de todas as
informacdes obtidas. Esclarecemos que o senhor a qualquer momento tem a liberdade de se
recusar a contribuir com o estudo, sem ser prejudicado no seu tratamento e acompanhamento
médico. Os resultados do estudo serdo divulgados em congressos cientificos e publicados em
revistas especializadas, preservando sua identidade.

Esclarecemos que sua participacdo € voluntaria, ndo lhe trard nenhum gasto e que o
senhor ndo terd quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre eventuais resultados desta
pesquisa. Provavelmente os resultados desta pesquisa ndo trardo beneficios para a sua pessoa,
mas poderdo contribuir, no futuro, para uma melhora nos testes diagndsticos e prognasticos,
assim como na conduta terapéutica para pacientes com cancer de prostata, melhorando assim,
a qualidade de vida destes pacientes.

No caso de autorizado, o senhor deverd assinar este Termo de

Consentimento.

Os pesquisadores responsaveis por este estudo llce Mara de Syllos Colus e Marilesia
Ferreira de Souza, poderdo ser contatados pelos telefones 3371-4608, 3371-4191, 9648-
1918 ou no endereco rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380, Campus Universitario,
Centro de Ciéncias Bioldgicas, Bloco 11, Laboratorio de Mutagenese e Oncogenética. Sempre
que solicitados, estardo a sua disposicdo para esclarecimento de quaisquer questdes
relacionadas a esta pesquisa. O senhor também podera entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa pelo telefone 3371-2490 ou pelo endereco Rua Robert Koch, 60 — Vila
Operaria ou pelo e-mail: cep268@uel.br.

Agradecemos-lhe a valiosa colaboracéo.

Profé. Dr2. llce Mara de Syllos Colus Marilesia Ferreira de Souza

Assinatura do pesquisador responsavel Coletor / Entrevistador


mailto:cep268@uel.br
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APENDICE B - Consentimento p6s informado para pacientes

Eu, , abaixo assinado, declaro que fui

esclarecido sobre o objetivo do presente estudo sobre os eventuais desconfortos que poderei sofrer,
assim como sobre os beneficios da pesquisa. Concordo, portanto, em participar na qualidade de
voluntério, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre e espontanea vontade, autorizando a coleta e 0
armazenamento de amostras de moléculas obtidas a partir dos meus fluidos (sangue) e tecidos para
pesquisas futuras bem como os dados do questionario que respondi. Por ser expressdo de verdade

firmo o presente termo.

Nome do Voluntario:

RG:

Telefone: () -

Data / /

Assinatura:
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APENDICE C - Termo de consentimento livre e esclarecido para individuos
controles

Nos, lice Mara de Syllos Cdlus e Marilesia Ferreira de Souza da Universidade Estadual
de Londrina o convidamos para nossa pesquisa e solicitamos sua colaboragdo e 0 seu
consentimento para inclui-lo em nosso projeto de pesquisa “Estudo comparativo do perfil
transcricional e genotipico de genes relacionados ao cancer de préstata entre individuos sadios
e portadores desta neoplasia para o desenvolvimento de assinaturas génicas com fins
diagndsticos, prognosticos e terapéuticos”. O objetivo deste estudo é avaliar alguns fatores
genéticos que possam auxiliar no diagndstico, prognostico e na terapia de pacientes portadores
de cancer de prostata.

O presente estudo tera dois grupos de individuos, um composto por pacientes com
cancer de prostata e outro composto por pessoas sem historico de cancer, denominados
controles. Solicitamos a sua colaboracdo como voluntario neste projeto, como um dos
membros do grupo denominado controles, ou seja, no grupo de pessoas livres de cancer.

Sua participacdo neste projeto € muito importante para nés, uma vez que necessitamos
avaliar e comparar as semelhancas e diferencas entre estes dois grupos (pessoas sadias e
pessoas com cancer). A partir desta comparacdo esperamos determinar quais Sa0 as
caracteristicas genéticas que predominam no grupo dos pacientes e quais Sdo as mais
frequentes no grupo dos individuos livres de cancer. Com isto, pretende-se contribuir para a
melhora no prognostico, diagnostico e na conduta terapéutica para 0s pacientes com cancer.

Assim, solicitamos a sua autorizacdo para que uma pequena quantidade de seu sangue
(10 ml) seja coletada via puncdo venosa (picada na veia) com seringa e agulha descartaveis.
Esclarecemos que ndo havera desconforto fisico adicional para a sua pessoa, além da picada
da agulha.

Pedimos sua autorizacéo para que moléculas (DNA, RNA ou proteinas) obtidas a partir
da amostra de seu sangue possam ser armazenadas para estudos futuros no Laboratério de
Mutagénese e Oncogenética da UEL, quando sera solicitada nova autorizagdo do Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UEL para a realizagéo das pesquisas posteriores. O
material obtido ficard armazenado no Laboratério de Mutagénese e Oncogenética da UEL, sob
responsabilidade dos pesquisadores responsaveis por esta pesquisa. Esclarecemos ainda que a
autorizacdo para manutencdo destas amostras € por prazo indeterminado, podendo ser
cancelada por aviso escrito a responsavel pelo Laboratério de Mutagénese e Oncogenética
da Universidade Estadual de Londrina. Solicitamos-lhe o preenchimento de um questionario
sobre seu estilo de vida, historico de exposi¢do ocupacional, onde o senhor sera identificado

apenas por um codigo, preservando sua identidade. Este questionario ficara armazenado no
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laboratdrio de Mutagénese e Oncogenética da Universidade Estadual de Londrina e somente
poderao ter acesso a ele os pesquisadores responsaveis por esta pesquisa.

Sua identidade ndo seré revelada e serd mantido o carater confidencial de todas as
informacdes obtidas. Esclarecemos que o senhor a qualquer momento tem a liberdade de se
recusar a contribuir com o estudo. Os resultados do estudo serdo divulgados em congressos
cientificos e publicados em revistas especializadas, preservando sua identidade.

Esclarecemos que sua participacdo € voluntaria e ndo lhe trara nenhum gasto e que
o0 senhor ndo tera quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre eventuais resultados desta
pesquisa. Provavelmente os resultados desta pesquisa ndo trardo beneficios para a sua pessoa,
mas poderdo contribuir, no futuro, para uma melhora nos testes diagndsticos e progndsticos,
assim como na conduta terapéutica para pacientes com cancer de prostata, melhorando assim,
a qualidade de vida destes pacientes.

Os pesquisadores responsaveis por este estudo llce Mara de Syllos Colus e Marilesia
Ferreira de Souza, poderdo ser contatados pelos telefones 3371-4608, 3371-4191, 9648-1918
ou no endereco rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380, Campus Universitario, Centro de
Ciéncias Bioldgicas, Bloco 11, Laboratorio de Mutagenese e Oncogenética. Sempre que
solicitados, estardo a sua disposicdo para esclarecimento de quaisquer questdes relacionadas a
esta pesquisa. O senhor também podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
pelo telefone 3371-2490 ou pelo endere¢o Rua Robert Koch, 60 — Vila Operéaria ou pelo e-mail:
cep268@uel.br.

No caso de autorizado, o senhor deverd assinar este Termo de

Consentimento. Agradecemos-lhe a valiosa colaboracéo.

Prof?. Dr2. llce Mara de Syllos Colus Marilesia Ferreira de Souza

Assinatura do pesquisador responsavel Coletor / Entrevistador


mailto:cep268@uel.br
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APENDICE D - Consentimento p6s-informado para individuos controles

Eu, , abaixo assinado, declaro que

fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo sobre os eventuais desconfortos que
poderei sofrer, assim como sobre os beneficios da pesquisa. Concordo, portanto, em
participar na qualidade de voluntério, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre e espontanea
vontade, autorizando a coleta e 0 armazenamento de amostras de moléculas obtidas a partir
dos meus fluidos (sangue) para pesquisas futuras bem como os dados do questionario que

respondi. Por ser expressao de verdade firmo o presente termo.

Nome do Voluntario:

RG:

Data / /

Assinatura;
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APENDICE E - Questionario pessoal

Por favor, leia as questdes seguintes cuidadosamente e responda-as da forma mais
completa e precisa possivel. A informacdo que vocé der ndo sera associada a seu nome em
nenhum documento publico, e sera conhecida somente dos principais pesquisadores deste
estudo. As informagdes que vocé der podem ter influéncia direta na interpretacdo de nossos
resultados, portanto, pedimos que coopere gentilmente, fornecendo informagdes corretas.

Obrigado pelo interesse.

1- Nome:

ultimo primeiro do meio

2- A ser preenchido pelo pesquisador:

Cadigo:
Data: [ !

Esta folha deve ser destacada do restante do questionario e preenchida pelo
pesquisador. Somente o codigo serd usado como identificacdo para as paginas subsequentes. Se
for necessario espaco adicional para complementar a sua resposta, por favor escreva no verso

da pagina e identifique a parte restante da questdo com seu respectivo nimero.
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Cadigo n°

HISTORICO PESSOAL

Sexo: () masculino ( ) feminino

Qual a cor da sua pele?

Negro ( ) Branco( )

Amarelo () Outros ()

4- |dade: Data de Nascimento: /
5- Local de nascimento: Parana? ( )SIM ( ) NAO

NAO: Que regido brasileira ?

/

Norte ( ) Sul ()

Sudeste ()

6- Sua moradia é na zona rural ou urbana? ( ) Rural ( ) Urbana

7- Quanto tempo vive neste local? anos

8- Qual o seu grau de instrucdo?

Nordeste ( ) Centro-Oeste ( )

meses

( ) analfabeto ( ) 1° grau incompleto ( ) 1° grau completo ( ) 2° grau incompleto

( ) 2°grau completo () técnico () profissional () superior

Historico de exposi¢do relacionado ou nio ao trabalho

9- Vocé ja se exp0s a alguma destas substancias abaixo em seu trabalho?

Se SIM, por quanto tempo e a quanto tempo foi isso:

Derivados de petroleo (' )sim
(querosene, gasolina, solventes,...)

Tintas/ corantes ( )sim
Industrias téxteis ou tecelagem ( )sim
Praguicidas / Herbicidas ( )sim
Radiacao (' )sim
Metais pesados (Pb, Ni, Cr,...) ( )sim
Processamento de madeira ( )sim
Papel ou celulose ( )sim
Mineragéo ( )sim
Fabrica de sapatos ou curtume ( )sim
Metaldrgica ( )sim
Usina de acgucar ou alcool ( )sim

( )nédo

( )nédo
( ) ndo
( )néo
( )nao
( )nédo
( )néo
( )néo
( )néo
( )nédo
( )néo

( )néo
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Plastico ou borracha (' )sim ( )ndo
Outras substancias quimicas ( )sim ( )ndo

10- Se SIM para a pergunta acima: VVoceé utilizava equipamentos de protecao individual
para trabalhar com essas substancias quimicas? (mascaras, luvas, éculos, etc.)
a) ()sim b) ( )nédo
Historico Tabagista

11- Vocé fuma atualmente? ( )SIM ( )NAO
12- Se SIM, quanto vocé fuma por dia? () menos de ¥2 maco

() de meioalmaco

() mais de um mago

13- Se SIM, ha quanto tempo vocé fuma?

14- Se NAO, mas ja fumou algum dia: ha quanto tempo parou de fumar?
a) () 0-5anos b) ( )5-10anos c) () >10

15- Vocé convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam?
a)( )SIM b)()NAO

Historico de Etilismo

16- Vocé consome bebidas alcodlicas? ( ) SIM () NAO

17- Se SIM, que tipo de bebida alcodlica vocé costuma consumir?
a) ( )Destiladas b) ( )N&o-Destiladas c¢) ( )Outra d) ( )Ambas

18-Quanto vocé costuma beber por semana?

( ) noméaximoumcopo ( )de2a5copos ( )de6al0 ( ) maisdel10
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19- Se ja parou, ha quanto tempo parou de consumir esta bebida?
a)( )0-5anos. b)( )5-10anos. ¢) ( ) mais 10 anos.

20- Quanto vocé costumava beber por semana?

( ) no maximoumcopo ( )de2a5copos ()de6alld () maisde10

21- Durante a sua vida, ja consumiu ou consome alguma bebida diariamente por mais
de 6 meses continuamente?
()SIM ()NAO

Historico de Saude

22- Nos ultimos 12 anos vocé automedicou-se ou recebeu medicamentos?
( )SIM ( )NAO ( )ndo sabe

Se SIM

( ) Horménio

( ) Antinflamatorio

( ) Analgésicos

( ) Antipertensivos

( ) Anabolizantes

( ) Outros

23- Vocé toma vitaminas ou tem tomado nos ultimos seis meses?
( )SIM ( )NAO ( )ndo sabe

24 — Vocé ja foi submetido a cirurgia nos testiculos?
()SIM ( )NAO
Qual?

25- Vocé foi tratado anteriormente de algum tipo de cancer? ( ) SIM () NAO
Qual?

26- VVocé tem antecedentes de cancer na sua familia? ( ) SIM () NAO
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27- Em casos de cancer na familia, qual era o vinculo de parentesco?
()Pai ()Mé& ()Irmdo ( )Filho () Tio ( )Primo ( )Outro

28- Quial foi a localizacdo do tumor?
() Prostata ( ) Mama ( ) Bexiga () Outro (qual?)

29 — Vocé ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel?
()SIM ( ) NAO
Se sim, qual?

Historico alimentar: (refira-se somente a habitos frequentes)

30- Vocé segue uma dieta vegetariana? ( ) SIM  ( )NAO

31- Vocé come carne? ()SIM ()NAO

32- Se SIM, com que frequéncia vocé come estes alimentos:

Dias/Semana

1-2 3-4 5-6 Diariamente
Carne de gado () () () ()
Peixe () () () ()
Frango () () () ()
Porco () () () ()
Outros () () () ()

Historico genético

33- Vocé possui algum irm&o idéntico? () SIM ( )NAO
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6 ANEXO
ANEXO A - Aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UEL

Universidade PARANA
== Esiadualde Londrina Soymem R
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Universidade Estadual de Londrina
Registro CONEP 5231

| Parecer CEP/UEL: |176/2013
 CAAE: 19769913.0.0000.5231

Data da Relatoria: |19/09/2013 -

Pesquisador(a): lice Mara de Syllos Colus -
]:Ugni‘dadeltf)rgéo: | CCB - Departamento de Biologia Geral -

Prezado(a) Senhor(a):

O “Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina” (Registro CONEP 5231) — de acordo com as
orientagdes da Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolucdes
Complementares, avaliou o projeto:

“Estudo comparativo do perfil transcricional e genotipico de genes relacionados
ao cancer de prostata entre individuos sadios e portadores desta neoplasia para
o desenvolvimento de assinaturas génicas com fins diagnosticos, prognosticos
e terapéuticos.”

Situacado do Projeto: Aprovado

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificacéo que ocorra
no desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL, via
Plataforma Brasil, relatério final da pesquisa

Londrina, 27 de setembro de 2013. .

e

Profa. Dra. Alexandrina Aparecida Maciel Cardelli
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Universidade Estadual de Londrina

Campus Universitirio: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 443), Km 380 - Fone (43) 3371-4000 - PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 6001 - CEP 86051-990 - Internet http:www.uel.br
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