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RESUMO

Em decorréncia da gravidade do cancer de préstata (CaP) e da falta de métodos
diagndsticos precisos, a busca por novos marcadores moleculares que possam ser
utilizados para suscetibilidade e prognostico desta doenga tem se intensificado,
visando a implementacédo destes marcadores na pratica clinica. Polimorfismos em
genes envolvidos no processo de apoptose BCL-2, CASP3 e CASP9, e o gene
supressor tumoral NKX3-1 tém sido associados com o risco ou com protecdo ao
CaP. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo caso-controle, avaliando a
possivel associagdo das variantes alélicas dos polimorfismos rs2279115 (BCL-2),
rs4647603 (CASP3), rs1052571 (CASP9) e rs11781886 (NKX3-1) com a
suscetibilidade, progndéstico e progressdao do CaP. Amostras de sangue periférico
foram obtidas de 283 pacientes que apresentaram confirmagao histopatoldgica do
CaP e seus controles pareados (PSA inferiores a 4 ng/mL). As genotipagens foram
realizadas por PCR em tempo real usando sonda TagMan®. A associagao entre a
ocorréncia de CaP com as variantes polimérficas foi calculada por Odds Ratio (OR)
com intervalo de confiangca de 95%, obtida por regressao logistica multivariada dos
dados. Mostraram associagdo com a doenga os gendtipos CASP3 (CT+TT), CASP9
(GA+AA) e NKX3-1 (CC), bem como os gendtipos combinados em pares BCL-
2+NKX3-1 (CC+CC) e CASP3+NKX3-1 (CT+CC). A analise univariada dos
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) com os dados histopatoldgicos do tumor,
indicou associagédo das variantes alélicas de BCL-2 (CA e/ou AA e/ou CA+AA) com
extensao extracapsular, invasdo de vesicula seminal, invasido perineural,
bilateralidade e pior estadiamento do tumor, além de niveis elevados de PSA. As
variantes alélicas de NKX3-1 (CC e TC+CC) também apresentaram associagdo com
bilateralidade, enquanto que gendtipos de CASP3 (TT+TC) demonstraram
associagdao com estadiamento tumoral. Analise dos polimorfismos combinados em
pares indicou associagado entre os genotipos de BCL-2+CASP3 com extensao
extracapsular (CA+CC, CA+CT e AA+CT), bilateralidade (CA+CC), estadiamento T3
e T4 (CA+CC, CA+CT e AA+CT) e niveis elevados de PSA (CA+CT e AA+CC),
enquanto que gendtipos de BCL-2+NKX3-1 mostraram associagao com extensao
extracapsular (CA+TC), bilateralidade (CA+TC e CC+CC) e estadiamento T3 e T4
(CA+CC). Os dados obtidos permitem inferir que o polimorfismo rs1052571 do gene
CASP9 parece conferir suscetibilidade ao CaP, enquanto que o rs2279115 do gene
BCL-2, pior prognoéstico aos pacientes. Os polimorfismos avaliados dos genes
CASP3 e NKX3-1 parecem conferir tanto suscetibilidade, quanto pior progndstico,
nao apenas de forma isolada, mas também quando combinados.

Palavras-chave: SNP. Suscetibilidade. Parametros histopatolégicos. Prognéstico.
PSA.
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ABSTRACT

As a consequence of the severity of prostate cancer (PCa) and the lack of precise
diagnostic methods, the search for new molecular markers that can be used for
susceptibility and prognosis of this disease have been intensified, aiming at an
implementation of these markers in clinical practice. Polymorphisms in genes
involved in the process of apoptosis BCL-2, CASP3 and CASP9, and the tumor
suppressor gene NKX3-1 have been associated with risk or with protection to PCa.
The purpose of this study was to perform a case-control study, evaluating a possible
association of allelic variants of polymorphisms rs2279115 (BCL-2), rs4647603
(CASP3), rs1052571 (CASPY9) and rs11781886 (NKX3-1) with susceptibility,
prognosis and progression of PCa. Peripheral blood samples were obtained from 283
patients who presented histopathological confirmation of PCa and their paired
controls (PSA less than 4 ng/mL). Genotyping was performed by real-time PCR using
TagMan® probe. The association between an occurrence of PCa with polymorphic
variants was calculated by Odds Ratio (OR) with 95% confidence interval, obtained
by multivariate logistic regression of the data. The genotypes CASP3 (CT+TT),
CASP9 (GA+AA) and NKX3-1 (CC) exhibited association with PCa, as well as the
combined genotypes in pairs BCL-24+NKX3-1 (CC+CC) and CASP3+NKX3-1
(CT+CC). Univariate analysis of single nucleotide polymorphisms (SNPs) with
histopathological tumor data indicated association of BCL-2 allelic variants (CA
and/or AA and/or CA+AA) with extracapsular extension, seminal vesicle invasion,
perineural invasion, bilateral and worse staging of the tumor, besides high levels of
PSA. Allelic variants of NKX3-1 (CC and TC+CC) were also associated with
bilaterality, whereas CASP3 (TT+TC) genotypes showed association with tumor
staging. (CA+CC), bilaterality (CA+CC), T3 and T4 staging Combined polymorphisms
analysis in pairs indicate association between BCL-2+CASP3 genotypes with
extracapsular extension (CA + CC, CA + CT and AA + CT), bilaterality (CA+CC), T3
and T4 staging (CA+CC, CA+CT and AA+CT) and high levels of PSA, whereas BCL-
2+NKX3-1 genotypes show association with extracapsular extension (CA+TC),
bilaterality (CA+TC and CC + CC) and T3 and T4 staging (CA+CC). The obtained
data allow to infer that the polymorphism rs1052571 of the CASP9 gene seems to
confer susceptibility to PCa, whereas the rs2279115 of BCL-2, the worse prognosis
for patients. The polymorphisms of CASP3 and NKX3-1 genes seem to confer both
susceptibility and worse prognosis, not only in isolation, but also when combined.

Keywords: SNP. Susceptibility. Histopathological parameters. Prognosis. PSA.
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. INTRODUGAO

Devido a alta taxa de homens acometidos pelo cancer de prostata (CaP) e ao
numero elevado de mortes decorrentes desta doenca, esta tem sido um grande
desafio para a saude publica no mundo todo (DALL'ERA et al., 2012). O CaP é o
cancer mais frequente em homens americanos (BRAWLEY, 2012) e a segunda causa
de morte por esta doenca (American Cancer Society, Cancer Facts & Figures, 2016).

Dos canceres que atingem homens em paises em desenvolvimento, apenas
4% sao CaP, enquanto que em paises desenvolvidos o CaP corresponde a,
aproximadamente, 15% dos casos (HEIDENREICH et al., 2014). No Brasil o CaP
permanece como o0 segundo tipo de cancer mais frequente entre os homens, atras
somente do cancer de pele ndo melanoma, tendo sido previsto 61.200 novos casos
da doenca para o ano de 2016 (INCA, 2016).

Atualmente dois exames s&o usados, de maneira complementar, para deteccao
da doenga: o toque digital retal (DRE) e o antigeno prostatico especifico (PSA) (SAINI,
2016). O exame DRE detecta o aumento da glandula, ja que o céncer se desenvolve
preferencialmente na zona periférica do 6rgao. Entretanto, os canceres palpaveis
estdo muitas vezes em estagios avangados (STROPE; ANDRIOLE, 2010).

O teste do PSA detecta esta glicoproteina produzida pelas células epiteliais da
prostata. O PSA esta presente em niveis reduzidos nas secregbes prostaticas
normais, porém, apresenta-se em niveis elevados na presenca de anormalidades
prostaticas, incluindo CaP, hiperplasia prostatica benigna e prostatite (SAINI, 2016).

Apesar da importante contribuicdo do teste de PSA na deteccdo do CaP,
aumentando em 81% a identificacdo da doenga quando comparado ao uso isolado do
DRE, seu uso ¢é bastante questionavel devido a falta de especificidade para identificar
a presenga da doencga (BAADE et al., 2009). Atualmente ha uma grande preocupacgéao
com o excesso de diagnosticos falso-positivos dos carcinomas de prostata, estimado
em 23 a 42%, causados por esta baixa especificidade do teste (SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2015).

Recentemente a forga-tarefa de servigos preventivos dos EUA (USPSTF, sigla
para US Preventive Services Task Force) recomendou que o teste do PSA fosse
evitado em resposta a deficiéncia do mesmo (CONSEDINI et al., 2015). Sendo assim,

€ de suma importancia que novos marcadores mais especificos sejam desenvolvidos
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para detecgdo do CaP e que consigam diferenciar o tipo agressivo (metastatico) do
nao agressivo da doenca.

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs, do inglés single nucleotide
polymorphism) tém sido bastante utilizados em estudos que visam o desenvolvimento
de novos marcadores moleculares para diagndstico, para resposta terapéutica e para
prognostico do cancer (KULASINGAM; DIAMANDIS, 2008). Assim, grandes estudos
populacionais que buscam associagcdo entres SNPs e doengas comuns, do tipo
GWAS (do inglés, genome-wide association study), tém sido empregados em
pesquisas de CaP, buscando novos marcadores para esta neoplasia (CHOUDHURY
et al., 2012).

Genes da via apoptotica e genes supressores tumorais tém se tornado alvos
nestes estudos devido as suas funcbes de controle da homeostase celular
(GALLUZZI; KEPP; KROEMERK, 2012; TAN et al., 2012). Genes de via apoptdtica
sao responsaveis por codificarem proteinas que podem ser tanto anti-apoptoticas
como pro-apoptoticas (OLA; NAWAZ; AHSAN, 2011), bem como proteinas iniciadoras
e executoras de apoptose (LI; SHENG, 2012), enquanto que 0s genes supressores
tumorais codificam proteinas que controlam negativamente o ciclo celular (HINDS;
WEINGBERG. 1994).

Estudos tém demonstrado que SNPs em genes da via apoptética BCL-2
(antiapoptotico), CASP3 (pro-apoptotico executor) e CASP9 (pro-apoptatico iniciador)
e no gene supressor tumoral (expresso predominantemente na préstata) NKX3-1
estdo associados com o carcinoma de prostata (LAVENDER et al., 2012; MITTAL et
al., 2012; BACHMANN et al., 2011; AKAMATSU et al., 2010).

O SNP rs2279115, presente no gene BCL-2, foi estudado por Bachamann et
al. (2011) que revelaram associagao entre o alelo raro (A), expressao aumentada da
proteina anti-apoptoética BCL-2 e aumento no risco de desenvolvimento da doenca.
Do mesmo modo, o SNP rs4647603, presente no gene CASP3, parece contribuir para
o risco de desenvolver CaP, uma vez que altera a expressao proteica, desregulando
0 processo de apoptose e favorecendo a sobrevivéncia celular (MITTAL et al., 2012;
ELMORE, 2007).

Assim como os polimorfismos presentes nos genes de via apoptotica, o
rs11781886, presente no gene supressor tumoral NKX3-1 (regulador do
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desenvolvimento normal da proéstata), também tem demonstrado associagdo com o
risco aumentado de desenvolver o carcinoma de proéstata, pois este SNP resulta na
diminuicao da expressao da proteina, reduzindo sua capacidade de supressor tumoral
(NAKAWAGA et al., 2012). Diferentemente, o SNP rs1052571, mapeado no gene
CASP9, demonstrou protegcdo moderada ao CaP em analise univariada (LAVENDER
et al., 2012).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo investigar a associagao
destes polimorfismos com CaP, a fim de avalia-los como possiveis candidatos

marcadores para suscetibilidade, progresséo e prognéstico da doenca.
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Il. FUNDAMENTAGAO TEORICA

1. Cancer de préstata: Epidemiologia e fatores de risco

Atualmente entre as doengas mais preocupantes para a saude publica, o
cancer ainda € uma das mais alarmantes. De acordo com o levantamento estatistico
global para cancer em 2012, os canceres que apresentaram maior incidéncia depois
do cancer de pele ndo melanoma em paises desenvolvidos foram os de mama,
colon/reto, pulméo e de préstata, enquanto que cancer de figado, estbmago e cervical
sdo mais comuns em paises menos desenvolvidos. Essa diferenca ocorre em
resposta ao estilo de vida de cada regiao, ao uso de triagens para diagnosticar a
doenca e disponibilidade de tratamento (TORRE et al., 2015).

O cancer de prostata (CaP) é considerado o segundo tipo de cancer mais
frequente e a sexta causa de morte em homens em todo o mundo (JEMAL et al.,
2011). No Brasil o CaP foi classificado como o segundo tipo de cancer mais comum
entre os homens, ficando atras somente do cancer de pele ndo melanoma. Esperava-
se para o ano de 2016, 61.200 novos casos no Brasil (INCA, 2016).

As taxas de deteccdo de novos casos variam bastante no mundo todo,
apresentando valores mais altos principalmente em paises desenvolvidos da Oceania,
Europa e América do Norte, resultado da intensa utilizagdo do teste antigeno
prostatico especifico (PSA). Em alguns paises desenvolvidos como Australia, Canada,
Reino Unido, Estados Unidos, ltalia e Noruega, as taxas de mortalidade estao
diminuindo em consequéncia de melhoria nos tratamentos (CENTER et al., 2012;
JEMAL et al., 2011).

Existe uma diferenga marcante entre a incidéncia histologica, latente do CaP,
que parece ser muito semelhante em todo o mundo e que pode atingir 30% a partir
dos 50 anos e 60 a 70% depois dos 80 anos, e a verdadeira incidéncia clinica. Esta
ultima, muito variavel de populacado para populagao, € a responsavel pela potencial
mortalidade da patologia. Atualmente ha grande interesse na investigagao
epidemiologica e etioldégica sobre os fatores que desencadeiam a passagem do
estado latente para o estado clinico da doencga (DOS REIS, 2014).
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Sabe-se que o CaP pode ser influenciado por varios fatores, sejam eles
intrinsecos, como por exemplo os fatores de crescimento, ou extrinsecos, como o0s
horménios esteroides, ao tecido prostatico (SCIRRA et al., 2008), tornando dificil a
compreensao exata de sua causa e desenvolvimento. Esses fatores também sao
conhecidos por exercerem fungdes na regulagéo do crescimento e diferenciagdo do
tecido, tanto de maneira direta, como indireta. Além disso, o microambiente em torno
de células da prostata também influencia significativamente este processo (SCIRRA
et al., 2008; NELSON et al., 2003).

Apesar da dificuldade em compreender a causa e desenvolvimento dessa
doenca, trés fatores de risco para o CaP estao bem estabelecidos: idade avancada,
hereditariedade e ancestralidade (American Cancer Society, Cancer Facts & Figures,
2016). Adicionalmente, a alta ingestdo de gordura tem sido apresentada como um
fator de risco importante, pois a incidéncia da doenca se mostra menor em populagdes
com baixo consumo quando comparadas com populacbées com alto consumo de
gordura (MANDAIR et al., 2014; SFANOS; MARZO, 2012; PENTYALA et al., 2000).
Esses achados tém incentivado pesquisas com o objetivo de avaliar a importancia do

estilo de vida dos individuos afetados.

Devido ao CaP necessitar de um longo periodo para o seu desenvolvimento, o
aumento no risco de desenvolver a doenca é proporcional ao avanco da idade
(SCIRRA et al., 2008). Estudos de necropsias revelaram pequenos carcinomas em
até 29% dos homens com idade entre 30 a 40 anos e 64% em homens com 60 a 70
anos (NELSON et al.,, 2003). Grande parte dos casos de CaP (81%) ocorre em
homens acima de 65 anos, sendo raro acometer individuos mais jovens, com menos
de 50 anos. Por este motivo é considerada uma doenca da terceira idade (BAADE et
al., 2009). De acordo com Bracarda et al. (2005) a proporcao € de 0,4 por 100.000
homens/ano em homens com menos de 45 anos; de 6:100.000 em homens com 45 a
54 anos; 60:100.000 em homens com mais de 55 anos e 270:100.000 em homens

com mais de 65 anos.

A hereditariedade no CaP aparece como um importante fator de risco em
virtude da relagdo de historico familiar com probabilidade aumentada do individuo
desenvolver a doenga (HEMMINKI, 2012). Os pacientes com CaP em idade jovem
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apresentam uma probabilidade significativa de transmitir este tragco aos seus
descendentes. Estes, por sua vez, fazem parte de um grupo de risco de vir a ter um

carcinoma de préstata agressivo e potencialmente letal (DOS REIS, 2014).

Os céanceres podem ser subdivididos em trés grupos: hereditarios, esporadicos
e familial (MOREIRA; MELO, 2012). Os canceres hereditarios, sdo aqueles em que a
mutacao ocorre em linhagem germinativa, transmitindo o trago aos descendentes,
além de apresentar alta penetrancia (DANTAS et al., 2009; JORDE; CAREY;
BAMSHAD, 2010). Em contrapartida, os canceres esporadicos, 0s quais
compreendem a maioria dos casos de canceres, sao resultado de mutacdes em
células somaticas, ndao transmitidas as geracgdes futuras, que sdo moduladas pela
exposicao a carcindégenos (JORDE; CAREY; BAMSHAD, 2010).

As alteragdes genbmicas no cancer de prostata esporadico sdo do tipo
somaticas e o papel de varios genes ja foi identificado neste tipo de cancer. Assim
como ocorre em outros tipos de canceres, uma pequena parcela de canceres de
prostata (5 a 10%) tem um fator hereditario 6bvio e alguns genes com mutagdes na
linhagem germinativa no cancer de préstata hereditario também ja foram identificados
(DONG, 2006). No cancer colo retal do tipo familial (ou agregagao familial), foi descrito
que, diferentemente do hereditario, os individuos apresentam uma predisposi¢cao
aumentada em desenvolver a doenga, porém, ndo apresentam uma alteragao
hereditaria determinada a partir da descoberta de uma mutagao pré-existente na
linhagem germinativa (RUSTIG, 2007). Isto parece ocorrer também no CaP. Neste
caso, homens que tém ou tiveram pai ou irmao com CaP, possuem duas vezes mais
chances de serem acometidos por este tipo de cancer. No entanto, o risco € menor
quando o pai é afetado quando comparado com irmaos afetados. Esta probabilidade
aumenta se o individuo tiver varios familiares afetados, principalmente se estes
desenvolveram a doenga quando jovens, confirmando a influéncia familiar nesta
neoplasia (BRAWLEY, 2012).

Assim como idade e hereditariedade, a ancestralidade também é considerada
um fator de risco para o CaP. No geral, as taxas de incidéncia de cancer e mortalidade
variam notavelmente de acordo com grupos raciais e étnicos (SIEGEL et al., 2014),

apresentando maior ocorréncia em caucasianos da Ameérica do Norte e do noroeste
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da Europa e sendo menos comum em homens asiaticos e da América do Sul
(BRAWLEY, 2012). No entanto, negros afro-americanos apresentam maior incidéncia
de CaP, estagios mais avangados no momento do diagnostico (CaP metastatico),
tumores mais agressivos em cada estagio e 2,3 vezes mais chances de morte
decorrente da doenca. Esses dados sao frequentemente atribuidos a deteccéo tardia
do cancer (CONSEDINI et al., 2015; CENTER et al.,, 2012). Pesquisadores tém
investigado se estas diferengas entre as populagbes caucasiana e negra estao
relacionadas com a dieta, obesidade, diferengas genéticas, como polimorfismos
(repeticoes CAG, que consiste no numero excessivo de repeticbes anormais deste

trinucleotideo) e bioquimicas (deficiéncia de vitamina D) (BAADE et al., 2013).

Alguns autores sugerem que fatores ambientais associados com pré-
disposicdo genética desses individuos, podem influenciar o alto risco para
desenvolver CaP na populagéo africana (HSING; CHOKKALINGAM, 2006; WYNDER;
MABUCHI; WHITMORE, 1971). Na populacéao asiatica, apesar da incidéncia para este
tipo de cancer ser baixa, varia bastante entre diferentes regides, chegando a 32% no
Jap3do contra 14% na regido do oceano pacifico da Asia, confirmando a possivel

interagcéo entre fatores genéticos e ambientais (ITO, 2014; BAADE et al., 2013).

2. Diagnéstico e tratamento do cancer de préostata
A prostata é dividida em trés zonas: periférica, central e de transicao, sendo a
ultima separada dos compartimentos glandulares por uma banda fibromuscular do
tecido (VERZE, CAI, LORENZETTI, 2016) (Figura 1). O CaP pode acometer qualquer
parte da glandula. No entanto, em torno de 70 a 75% dos cénceres de prdostata surgem
na zona periférica do 6rgao, principalmente na zona superior; 15% na zona central e
de 10 a 15% derivam a partir da zona de transicdo (BRACARDA et al., 2005).

E normal que existam lesdes multifocais no CaP, e que a agressividade do
tumor varie entre os diferentes focos tumorais, tornando-se uma doenga heterogénea
(SAINI, 2016).

Em sua grande maioria o CaP é assintomatico, visto que sintomas

frequentemente relatados por pacientes que possuem a doenca, como desaceleragao
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do fluxo e aumento da frequéncia urinaria, sejam comumente associados ao
envelhecimento, sem necessariamente estarem relacionados com a presenca do
cancer. Em virtude desta problematica, testes de detecg¢ao precoce sdo cada vez mais

requeridos para identificacdo desta neoplasia (THOMPSON et al., 2007).

Atualmente dois exames sao usados de maneira complementar para deteccgao
da doenca: o toque digital retal (DRE, do inglés digital rectal examination) e o antigeno
prostatico especifico (PSA, do inglés prostate specific antigen) (SAINI, 2016),
detectado em testes sanguineos. O exame DRE, realizado em consultério médico, &
capaz de detectar o aumento da gléndula, ja que o cancer se desenvolve, em sua
grande maioria, na zona periférica. Entretanto, o exame € incapaz de detectar o CaP
nas zonas central e de transicdo; além disso, os canceres palpaveis estdao muitas
vezes em estagios avangados (STROPE; ANDRIOLE, 2010; BRACARDA et al.,
2005).

As células epiteliais da glandula da prdostata sdo responsaveis pela produgao
de PSA, uma serina protease, cuja fungao normal é a liquefacdo do sémem (VERZE,
CAIl, LORENZETTI, 2016). Niveis elevados de PSA indicam anormalidades
prostaticas, incluindo CaP, hiperplasia benigna da préstata (HBP) e prostatites
(inflamacgdes da préstata) (SAINI, 2016).

O teste do PSA é complementar ao exame DRE, e auxilia a detec¢éo precoce
do CaP. A introducao do teste de PSA na pratica clinica ocorreu nos Estados Unidos
no final dos anos 1980, no Canada em 1989 e no Reino Unido, Australia e Brasil por
volta de 1990, e seu uso aumentou em 81% a detecgao de CaP em relagdo ao exame
DRE sozinho. Entretanto, seu uso isolado € bastante questionavel devido a baixa
especificidade para identificar a presengca ou ndo de CaP (BAADE et al., 2009;
GUERRA; GALLO; MENDONCA, 2005). Além disso, o uso isolado do exame de PSA
nao é recomendado, pois estudos mostraram que, aproximadamente 20% dos
homens com CaP apresentam niveis normais desta glicoproteina, enquanto que uma
grande porcentagem de homens com niveis elevados de PSA (75,9%) apresentam
resultados negativos na biopsia, revelando PSA falso-positivo (SAINI, 2016;
SCHRODER et al., 2009).
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FIGURA 1 - Anatomia da prostata em diferentes angulos

Ducto ejaculatério

cz Zona central
fz  Zona fibromuscular

tz Zonade transigdo

pz Zona periférica

pgr Regido periuretal da glandula

Fonte: Modificada de VERZE; CAl; LORENZETTI (2016)

Ainda que a proteina PSA seja tecido-especifica, ela ndo é cancer-especifica,
gerando resultados falso-positivos, um dos maiores problemas relatados na detecgéo
de CaP. Inflamacgdes prostaticas sdo, muitas vezes, a causa desses resultados falso
positivos, pois podem levar ao rompimento das células epiteliais da membrana basal
prostatica, liberando niveis elevados de PSA na corrente sanguinea (SAINI, 2016).
Além disso, células inflamatdrias parecem ter relagdo com o desenvolvimento de HBP,
bem como hormdnios, que sao capazes de promover o crescimento da proéstata,
favorecendo o surgimento de HBP (AARON, FRANCO, HAYWARD, 2016).

O teste do PSA tem apresentado forte influéncia sobre as taxas de mortalidade
e de metastase, diminuindo-as em, respectivamente, 53% e 37% em paises que
utilizam este teste como triagem para a detec¢gdao do CaP (JALLOH et al., 2014;
LEEUWEN et al., 2010). Porém, ainda que o teste de PSA tenha contribuido para o
diagndstico de CaP em fase inicial, é ainda insuficiente para diferenciar a doenga
menos agressiva da doenga letal, ocasionando excesso de tratamento em individuos

portadores da forma menos agressiva desta doenga.
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Em virtude desta baixa especificidade, em 2011 a U.S. Preventive Services
Task Force recomendou que o teste de PSA deixasse de ser usado como método de
triagem para a detecgéao do CaP. Porém, ha sérios riscos nesta abordagem, visto que
n&o existe ainda um teste com uma especificidade maior (KLOTZ, 2013; SCHRODER,
2011). Uma alternativa € o uso moderado e consciente do teste e tratamento mais
seletivo, de modo que pacientes com suspeita de CaP agressivo sejam submetidos
aos tratamentos radicais enquanto que individuos que apresentam a forma menos
agressiva da doencga recebam tratamento menos invasivo e tenham acompanhamento
a fim de observar a evolugao da doenga (CONSEDINI et al., 2015). Com isso, o grande

desafio € a distincdo das duas formas do CaP.

Dado o exposto, faz-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias
para melhorar o desempenho do exame de PSA e suprir a caréncia de exame sensivel
e especifico para a detecgédo do CaP. Entre as estratégias destaca-se a investigagéo
de marcadores genéticos e moleculares que distingam os tipos latente e agressivo da
doenca (SAINI, 2016).

3. Marcadores moleculares

O CaP, assim como outras doengas prostaticas, necessita de um longo periodo
para seu desenvolvimento. Sua evolugao acontece decorrente de modificagbes que
afetam o equilibrio entre o crescimento e morte de células da préstata (SCIARRA et
al., 2008). Diversos estudos genéticos tém sido realizados no intuito de entender e
desvendar o crescimento e evolugdo. O desenvolvimento de pesquisas que ajudem a
compreensdo do processo de carcinogénese sao de extrema importancia devido a
capacidade de desvendar as causas do CaP, proporcionando recursos para redugao
do impacto desta doenca (JOSHUA et al., 2008). Marcadores moleculares recém
descobertos, associados ao inicio e progressdo do CaP, podem contribuir para uma
tomada de decisao clinica mais adequada (CHOUDHURY et al., 2012).

O Instituto Nacional do Cancer americano (NCI) definiu biomarcador como uma
molécula biologica encontrada em sangue ou em outros fluidos ou tecidos do corpo,
que pode ser objetivamente medida e avaliada, por algum tipo de ensaio, como um

sinal de um processo biolégico normal ou anormal e uma condigdo ou doenga
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patoldgica (ILYIN; BELKOWSKI; PLATA-SALAMAN, 2004; HAYES et al., 1996).
Biomarcadores moleculares sao definidos como uma molécula ou um painel de
moléculas (classificados em biomarcadores de DNA, RNA, proteina e metabolitos)
que podem ser medidos e usados como biomarcadores em varias aplicagdes, tais
como avaliagao de resposta clinica, identificagcao de risco, entre outras (HONG et al.,
2010). Desta forma, um marcador molecular pode ser usado para triagem,
monitoramento de respostas terapéuticas e para diagnostico e progndstico de
doencas (SAINI, 2016).

Entre os diferentes tipos de marcadores moleculares encontram-se os marcadores
genéticos, mudangas capazes de detectar variagbes em nivel de DNA
(HIRSCHHORN et al, 2002; SNNUCKS, 2000). Marcadores genéticos compreendem
alteragcdes como amplificagdes ou translocagdes (KULASINGAM, 2008), insergbes e
delegbes (indels, do inglés insertion/deletion) e os polimorfismos de nucleotideo
unicos (SNPs, do inglés single nucleotide polymorphisms) (LUI, MUSE, 2005;
HIRSCHHORN et al, 2002).

Os marcadores moleculares, devido a sua eficiéncia, tém sido bastante usados na
detecgdo precoce de cancer, ajudando no prognostico e/ou prevendo respostas
terapéuticas. A procura por marcadores genéticos que estejam associados a
suscetibilidade de doengas, muitas vezes aposta em genes candidatos, onde um gene
€ alvo com base nas propriedades e vias metabdlicas do seu produto proteico
(COUGHLIN; HALL, 2002).

Biomarcadores do cancer sao produzidos pelo préprio tecido tumoral ou por outros
tecidos, como resposta a presencga de cancer ou de outras condi¢cdes associadas, tais
como inflamagéo, ajudando na detec¢gdo ou monitoramento da doenga. Esses
marcadores tumorais podem ser uma molécula (proteina, DNA, mRNA), substancia
(metabdlito) ou processos (apoptose, angiogénese, proliferagao celular), empregados
como indicadores progndésticos da progressao da doenga, para diagnéstico diferencial
em pacientes sintomaticos e para estadiamento clinico do cancer. Além disso, tais
marcadores podem ser utilizados para estimar o volume do tumor, avaliar resposta ao
tratamento e analisar recorréncia da doenca por meio de monitoramento
(KULASINGAM; DIAMANDIS, 2008).
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Trés biomarcadores para CaP foram aprovados pelo 6rgédo regulamentador de
medicamentos, produtos bioldgicos, dispositivos médicos, alimentos, cosméticos e
produtos de tabaco dos Estados Unidos, o FDA (do inglés, Food and Drug
Administration). Sao eles: PSA, PHI (do inglés prostate health index) e PCA3 (prostate

cancer antigen 3).

O PHI é um teste sorolégico que tem como objetivo distinguir a HBP do CaP em
homens com idade superior a 50 anos e com DRE normal, por meio de uma equacgéao

que envolve trés biomarcadores:

PHI = ([-2] proPSA/fPSA) x PSAY%
onde:
proPSA = isoforma do PSA livre (pg/mL),
fPSA = PSA livre (do inglés, free PSA) (ng/mL), e
PSA = PSA total (ng/mL).

O PCAS3 é um antigeno especifico da prostata. E um RNA longo néo codificante,
altamente expresso em CaP; exibe niveis baixos em HBP e esta ausente no tecido
prostatico normal. E utilizado para casos de bidpsia e/ou PSA e/ou DRE negativos.
Apesar destes novos testes terem sido aprovados, demonstrando boa sensibilidade e
especificidade, o teste de PSA continua sendo o mais usado e considerado uma

ferramenta indispensavel no diagndéstico da doenga (SAINI, 2016).

Os marcadores moleculares para o CaP possuem um campo vasto devido a
heterogeneidade da doenca. Isso indica que a solugdo menos complexa para obter o
diagnéstico do CaP ainda néo foi encontrada (SCHROEDER, 2008), fazendo com que
pesquisadores realizem novos estudos sobre marcadores moleculares e avaliem
diferentes abordagens (MARTIN et al., 2012).

A progresséo do tumor no CaP é caracterizada por alteragdes na atividade de
varias vias de regulagdo, bem como em células tumorais ou tecidos adjacentes ao
tumor. As vias podem ser de sinalizagcdo do receptor de andrégeno, apoptose,
regulacao do ciclo celular, transdugao de sinal, angiogénese, adesao e coesao celular.
Assim, as variacbes no mRNA, DNA e/ou alteracdes no nivel de proteinas dessas vias
podem ser candidatas a marcadores moleculares para esta neoplasia (QUINN;
HENSHALL; SUTHERLAND, 2005).
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3.1. Polimorfismo de nucleotideo unico

Polimorfismos genéticos sdo variagdes genéticas que ocorrem na populagao
com uma frequéncia igual ou superior a 1% e sao resultado das variagdes genéticas
em nivel cromossdmico (estrutura cromossdmica), alélico (sequéncia alélica) ou
nucleotidico (sequéncia de bases nucleotidicas), que podem gerar mudangas no
cbdigo genético, causando alteragdes genotipicas transmitidas por meio da linhagem
germinativa, que afetardo ou nao o fenaétipo. O tipo mais estudado € o SNP (HOCOYA,;
JARDINI, 2010).

Os polimorfismos genéticos do tipo SNPs sao alteragbes de base unica na
sequéncia de DNA (VIGNAL et al., 2002) e tém como caracteristica serem mais
estaveis do que outros tipos de polimorfismos. Milhdes de SNPs ja foram identificados
no genoma humano devido a rapidez com que isso pode ser feito por diferentes tipos
de técnicas, o que proporciona um melhor custo-beneficio, fazendo deles excelentes
marcadores genéticos (GANAL, ALTMANN, RODER, 2009; JEHAN, LAKHANPAU,
2006). Além disso, nos ultimos anos houve um aumento consideravel no numero de
estudos que relatam associacao entre SNPs e risco de CaP em razdo do avango nas

tecnologias de sequenciamento e genotipagem (SFANOS; MARZO, 2012).

Em 2007 foi publicado um estudo denominado GWAS, que visava estudar a
associagao de variantes genéticas de todo o genoma com diversas doengas. O
objetivo deste estudo era identificar possiveis associa¢gées de variantes gendmicas
com caracteristicas complexas da populacdo, bem como detectar associagdes entre
SNPs e doengas comuns, tais como doencas cardiacas, diabetes, doencas
autoimunes e disturbios psiquiatricos (VISSCHER et al., 2012). Desde entao, este tipo
de desenho experimental tem sido bastante utilizado também para comparar variantes
herdadas associadas com risco de CaP (CHOUDHURY et al., 2012).

Populagdes europeias aparecem como as mais estudadas nos trabalhos tipo
GWAS. Entretanto, recentes GWAS tém sido realizados com homens descendentes
de afro-americanos (HAIMAN et al., 2011) e de japoneses (TAKATA et al., 2010),
indicando possiveis SNPs marcadores para CaP nestas populacdes. A associacio de
polimorfismos com o CaP €& mais comum em populagbes em que 0s genes de
suscetibilidade ao cancer tém maior penetrancia (COUGHLIN; HALL, 2002).
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Segundo Gonzalgo e Isaacs (2003), estima-se que 40% dos CaPs tém um
componente genético raro e de alta penetrancia. No entanto, os polimorfismos
genéticos podem contribuir para o desenvolvimento do CaP, devido a ocorréncia de
alteracbes na expressao e funcionalidade das proteinas responsaveis por funcoes
necessarias para homeostase da glandula. A procura por novos marcadores genéticos
de suscetibilidade ao CaP mostrou aumento no numero de polimorfismos genéticos
relativamente comuns que podem ter fungdo no metabolismo de testosterona e outros
androgenos que influenciam no crescimento e diferenciagdo do tecido (COUGHLIN;
HALL, 2002).

Apesar da intensa procura e esforcos da comunidade cientifica em encontrar
um SNP que seja eficiente para a suscetibilidade e prognéstico do CaP, os resultados
tém sido insatisfatorios, levando a necessidade de novos estudos. O presente estudo
propde avaliar polimorfismos moleculares em genes envolvidos nos processos de
apoptose (BCL2, CASP9, CASP3) e no gene supressor tumoral (NKX3-1), visando
encontrar marcadores de suscetibilidade, progndstico e progressao para o CaP, além

de dar subsidios para o desenvolvimento de novas pesquisas no ambito cientifico.

4. Apoptose
O evento de apoptose, também conhecido como morte celular programada,
desenvolve um papel crucial em cancer, nas doengas neurodegenerativas, doengas
autoimunes, entre outras. A apoptose pode ocorrer em consequéncia de uma
variedade de estimulos fisiologicos e patofisioldgicos, como por exemplo, exposigao
a luz ultravioleta, irradiagéo, drogas citotoxicas, fator de necrose tumoral e estresse
oxidativo (OLA; NAWAZ; AHSAN, 2011).

A apoptose acontece por duas vias distintas: intrinseca ou extrinseca (Figura
2). A via de sinalizacdo extrinseca, também conhecida como via extracelular induzida
ou via do receptor de morte, envolve processos externos, como por exemplo uma
infecgao, que ativa receptores de morte localizados na superficie celular, como o
receptor do fator de necrose tumoral (TNFR, do inglés tumor necrosis factor receptor)
e 0 antigeno associado a fibroblasto (FAS, do inglés fibroblast associated antigen),

dando inicio ao processo de morte celular por apoptose (AKL et al., 2014). Uma vez
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ativado, o receptor de morte causa mudancas conformacionais em proteinas
iniciadoras (pro-caspase 8 ou pro-caspase 10), que clivam diretamente a pro-caspase
3 (executora), finalizando este processo. Além disso, a enzima caspase 8 também é
responsavel por clivar a proteina pré-apoptética BH3-only, resultando na forma
truncada da proteina, que desempenha papel fundamental na cascata de reagao na
via intrinseca (GHAVAMI et al., 2009).

De maneira mais complexa, a via intrinseca envolve alteragées na mitocondria
causadas por proteinas como as da familia BCL-2 (AKL et al., 2014). Pode ser
induzida em resposta a estimulos extra ou intracelulares, como hipoxia, danos no
DNA, auséncia de fatores de crescimento e estresse oxidativo. Apos ativagao da via,
proteinas anti-apoptoticas (BCL-2) sdo bloqueadas, permitindo que proteinas pré-
apoptdéticas desempenhem suas funcbes, causando alteragdbes na membrana
mitocondrial que leva a liberagao de citocromo ¢ para o citosol, necessario a formacao
do apoptossomo, que juntamente com a caspase 9 (iniciadora), ativa a enzima

caspase 3 para que a apoptose seja entdo concluida (JAYAKIRAN, 2015).

Sabe-se que a apoptose € um evento de extrema importancia para a
homeostase celular, e que uma vez desregulada pode conferir risco ao tecido,
ocasionando proliferagdo e podendo levar a formagao de tumores (OLA; NAWAZ;
AHSAN, 2011). Diferentes mecanismos sao capazes de inibir a apoptose: i)
superexpressao de moléculas inibidoras de apoptose, responsaveis tanto por inibir a
formagdo do apoptossomo quanto por inativar caspases executoras, ligando-se
diretamente as enzimas; ii) superexpressao de proteinas anti-apoptéticas, como as
proteinas BCL-2 e BCL-X.; iii) perda da expressdo de moléculas pré-apoptéticas,
como as enzimas caspases e iv) diminuicdo da expressédo de supressores tumorais,
como NKX3-1 (FIANDALO; KYPRIANOU, 2012; GHAVAMI et al., 2009).
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FIGURA 2 — Esquema das vias intrinseca e extrinseca da apoptose
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4.1. Genes CASP3 e CASP9
A familia das caspases, proteases baseadas em cisteina, é fundamental para
a traducdo de sinais intracelulares e apoptose. As caspases sido ativadas de varias
formas, respondendo a diferentes estimulos através da formacdo de complexos de
ativacao na presencga de proteinas adaptadoras, para causar morte celular durante o
processo de apoptose (HYMAN; YUAN, 2012).

As caspases sao sintetizadas como zimogénios (pré-enzimas), que possuem

um pro-dominio, uma subunidade grande e outra pequena. Para que as caspases
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sejam ativadas é necessaria a mudanca do estado zimogénio para o estado de enzima
propriamente dita. Para isso, € fundamental que ocorram alteragdes conformacionais
alostéricas e/ou clivagem de um residuo de aspartato (DEGTEREV; BOYCE; YUAN,
2003). Primeiramente sédo separadas as subunidades grandes e pequenas e removido
0 pré-dominio N-terminal; uma vez removido o pro-dominio N-terminal as caspases
tornam-se ativas (HYMAN; YUAN, 2012).

O genoma humano codifica 12 caspases diferentes, que sado divididas em dois
grupos, iniciadoras e executoras, de acordo com suas sequéncias de ativagao, seus
papeis na apoptose e o comprimento de seus pro-dominios. As caspases iniciadoras
(incluindo as caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 e 12), sdo responsaveis por responder
aos estimulos pro-apoptéticos e ativar as caspases executoras (caspases 3, 6 e 7)
(Ll; SHENG, 2012; LI, YUAN, 2008).

As caspases iniciadoras tém como caracteristica molecular um longo pré-
dominio N-terminal, o qual medeia a formacao de outros complexos proteicos para
ativagdo e inibicdo das caspases executoras (DE LA CADENA, MASSIEU, 2016;
CAROLINE, YUAN, 2009). Diferentemente, as caspases executoras possuem proé-
dominios menores, e quando ativadas pelas caspases iniciadoras, sdo capazes de
clivar proteinas citoplasmaticas soluveis e do citoesqueleto, através de uma sequéncia
coordenada de proteolise (JAYAKIRAN, 2015).

As caspases, tanto as de iniciacdo quanto as executoras, principalmente
quando induzidas por sinais extracelulares, fazem parte dos marcadores moleculares
de apoptose mais usados (GALLUZZI; KEPP; KROEMERK, 2012). Contudo, nem
todas as caspases estdo envolvidas unica e exclusivamente com o processo de
apoptose; algumas atuam em diversos processos bioldgicos, incluindo regulagéo
imune e espermatogénese (LI; SHENG, 2012; CAROLINE; YUAN, 2009).

O gene CASP3, mapeado no cromossomo 4q34, é responsavel por codificar
a enzima caspase 3, que participa desempenhando papel crucial no processo de
apoptose celular. E ativada diretamente pelas caspases 8, 9 e 10, tanto na via
intrinseca, como na via extrinseca em células apoptéticas. Entretanto, além de sua
funcdo bem estabelecida no processo de apoptose celular, a caspase 3 também

contribui para a diferenciacdo de varios tipos celulares, como granuldcitos,
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osteoblastos, plaquetas, eritroblastos, bem como trofoblastos (GALLUZZI; KEPP;
KROEMERK, 2012).

Rodriguez-Barriguete et al. (2015) avaliaram a associagao entre a expressao
tumoral de caspases e caracteristicas clinicopatologicas de cancer de prostata, além
de sua capacidade de prever progressao bioquimica apos prostatectomia radical. A
progressao ou recorréncia bioquimica refere-se ao aumento no nivel de PSA mesmo
apos tratamento (cirargico ou radioterapico), podendo ser usado como indicativo de
metastase a distancia (SADI et al., 2006). A partir dos resultados obtidos por método
de imunohistoquimica, Rodriguez-Barriguete et al. (2015) demonstraram que
alteragbes na expressao de caspases contribuem para comportamento maligno do
tumor de préstata, sugerindo que as duas formas da caspase 3 (pro-caspase 3 e

caspase 3 ativa) podem ajudar a identificar pacientes com CaP mais agressivo.

O SNP rs4647603, presente na regidao 5’UTR do gene CASP3, resulta na troca
de base de G>A, alterando a transcricdo do gene e afetando a expressdo génica
(CHEN et al., 2008). Mittal et al. (2012) observaram a associagao deste SNP com risco
aumentado de CaP, concluindo que este contribui para o desenvolvimento da doenca.
Entretanto, quando avaliada a associacio deste polimorfismo com metastase dssea,

nenhuma associacao foi encontrada.

Diferentemente da caspase 3, que atua tanto na via intrinseca quanto na
extrinseca, a caspase 9, codificada pelo gene CASP9, presente no cromossomo 1,
atua unicamente na via intrinseca, que envolve a mitocéndria. Caspase 9 é ativada
pelo apoptossomo (citocromo c ligado a Apaf-1), que, em seguida, ativa as caspases
executoras (WURSTLE; LAUSSMANN; REHM, 2012). Segundo os mesmos autores,
problemas na ativagdo ou na expressao desta enzima estio relacionados com graves
problemas no cancer, tais como desenvolvimento da doencga, progressao do tumor,
além de contribuir para a resisténcia a tratamentos para certos tipos de canceres,

como ovario e leucemia.

Kuida et al. (1998) demonstraram que ratos com deficiéncia de caspase 9
morriam no periodo perinatal em decorréncia de deformagdes morfoldgicas graves no
cérebro surgidas a partir do excesso de ceélulas acumuladas durante o

desenvolvimento embrionario. Esta deficiéncia também ¢é prejudicial no tratamento
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contra o cancer, pois aumentou a resisténcia a estimulos pro-apoptoticos, incluindo
radiacdo gama e drogas anticancer indutoras de estresse genotoxico. Polimorfismos
no promotor ou em regides codificadoras do gene CASP-9 podem afetar os niveis de
expressao ou atividade da proteina, indicando uma pré-disposicado para varios
canceres, como de bexiga, colon/reto e de pulmao (WURSTLE; LAUSSMANN; REHM,
2012).

O SNP rs1052571, presente no gene CASP9, que resulta em apoptossomo
defeituoso, foi estudado por Marques et al. (2013) a fim de investigar sua associagéo
com o desenvolvimento de carcinoma de células renais. Eles observaram associagao
com aumento no risco de desenvolver a doenga em mulheres que apresentavam o
alelo raro. Lavender et al.,, (2012) avaliaram polimorfismos presentes em via
apoptética de diferentes genes em relagdo ao risco de CaP do tipo agressivo em
homens americanos de ancestralidade europeia, em um estudo caso-controle. Dentre
os polimorfismos estudados, o rs1052571 apresentou, em analise univariada,
associagao moderada (18-50%) com redugao da suscetibilidade a doencga; porém,
quando os dados foram corrigidos em analise estatistica multivariada, os resultados
nao se mantiveram e nenhuma associacdo foi encontrada. Nenhum resultado
significativo foi encontrado também por Zhang et al. (2013) quando investigada a

associacao deste SNP com a suscetibilidade em desenvolver cancer de pulmao.

Diante do exposto, o presente estudo propde avaliar a associagao dos SNPs
rs4647603 (CASP3) e rs1052571 (CASP9) com a suscetibilidade, prognéstico e

progressao do CaP, uma vez que estes parecem ter relagdo com esta neoplasia.

4.2. Gene BCL-2
A familia das proteinas BCL-2 é dividida em 3 subfamilias funcionalmente e
estruturalmente distintas: (BH3-only, proteinas pro-apoptoticas executoras e proteinas
anti-apoptoticas) (CHAO; KORMEYER, 1998; CZABOTAR et al, 2014).

As subfamilias pré-apoptéticas (executoras e BH3-somente) juntas séo
responsaveis pelo processo de apoptose. O grupo das proteinas BH3-somente (BID,
BIM, BAD, PUMA e NOXA), classificado de acordo com o numero de dominios que
elas possuem, transmite sinais para o inicio da apoptose. A subfamilia pro-apoptotca

compreende as proteinas executoras BAX, BAK, BOK, importantes no processo de
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permeabilizacdo da membrana externa da mitocéndria (MOMP, do inglés
mitochondrial outer membrane permeabilization) requerido na apoptose
(HARAZONO, NAKJIMA, RAZ, 2014).

As proteinas pro-apoptoticas executoras possuem caracteristicas estruturais
em seus dominios, que quando ativados mudam sua conformagao de mondémero para
oligbmero, interrompendo a integridade da membrana externa da mitocondria
(CZABOTAR et al, 2014).

A subfamilia anti-apoptdtica inclui as proteinas BCL-2, BCL-x., BCL-W, MCL-1
e A1, responsaveis por promover a sobrevivéncia celular por meio da inativagdo das
proteinas pré-apoptéticas, resultando na preservagao da integridade da membrana
externa mitocondrial (UM, 2016; HARAZONO, NAKJIMA, RAZ, 2014).

O gene BCL-2 (linfoma de células B 2), localizado no segmento cromossdmico
18g21.3, € um proto-oncogene que codifica a proteina presente na membrana externa
das mitocdndrias responsavel por regular dois processos que sofrem alteragdes
durante a transformacg&o oncogénica: proliferagdo e apoptose (AKL et al., 2014;
BURLACU, 2003).

O gene BCL-2 & composto por 3 éxons e dois promotores, P1 e P2,
responsaveis por sua transcricdo. O primeiro promotor (P1) desempenha papel
significativo na expressdo do gene, enquanto que o segundo (P2) diminui sua
expressdo, atuando de forma negativa sobre P1 (NUCKEL et al., 2007). Tem como
funcao principal a inibicdo da apoptose, prolongando a sobrevivéncia celular, de modo
que as celulas permanegcam nas fases GO0/G1 (MARTIN et al., 2003), devido a
capacidade de controlar o padrao de expresséo de reguladores do ciclo, tais como
p130, p27 e pRB (AKL et al., 2014).

A inibicdo de apoptose pela proteina BCL-2 acontece mediante a inativagédo de
proteinas pro-apoptoéticas. Esta inativagdo se da através da ligagao das proteinas anti
e pro-apoptoéticas da familia BCL-2. Contudo, a apoptose pode ser ativada por meio
da ativagdo dos membros BH3-only, que interrompe a interagdo inibitéria dessas
proteinas (UM, 2016). Uma vez interrompida essa interagdo, proteinas pro-
apoptéticas causam MOMP (do inglés, mitochondrial outer membrane

permeabilization), liberando no citoplasma citocromo ¢ (molécula pré-apoptética) que
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se liga a Apaf-1 e a pré-caspase 9 (alterando sua conformagao e transformando-a em
caspase 9) para formagdo do apoptossomo, responsavel por ativar caspase 3
(executora) pela via intrinseca e levar & apoptose (WURSTLE; LAUSSMANN; REHM,
2012).

Uma superexpressao das proteinas anti-apoptéticas BCL-2, contribui para
formagdo e progressdao de tumores, além de resisténcia a quimioterapia. Isso
acontece devido a célula adquirir maior sobrevivéncia, sofrendo inibicdo da apoptose.
Dada esta relacdo do gene BCL-2 com cancer, em resposta a alteragdo na via
apoptotica, este gene tem se tornado alvo de pesquisas de marcadores moleculares
para o tratamento de canceres (HARAZONO; NAKAJIMA; RAZ, 2014).

Normalmente BCL-2 é expresso em ceélulas do epitélio glandular prostatico
(HOCKENBERY et al.,, 1991) e esta associado com o desenvolvimento de CaP
(McDONNELL et al.,1992). Moul et al. (1996) investigaram o uso clinico de BCL-2
como marcador molecular em tumor primario de CaP e recorréncia do cancer apés
prostatectomia total, e concluiram que a superexpressdo desta proteina esta
associada negativamente com a sobrevida livre da doenga em pacientes que foram
submetidos a este procedimento para tumor clinicamente localizado, tornando-se

indicador de progndstico ruim.

O polimorfismo rs2279115 tem sido um dos SNPs mais estudados no gene
BCL-2, mostrando associacdo com diferentes tipos de canceres como de mama
(SEARLE et al., 2012), de células escamosas da orofaringe (LEHNERDT et al., 2009)
e CaP (BACHMANN et al.,, 2011). Neste SNP uma troca de base unica de C>A,
localizada no promotor inibitério P2, altera a expressédo da proteina, de modo que o
sitio de ligacdo de P2 para P1 seja ausente, impedindo P2 de exercer fungéo sobre
P1, aumentando a expressdo de BCL-2 (NUCKEL et al., 2007). Em CaP, rs2279115
apresentou associagao tanto com risco aumentado da doenga (BACHMANN et al.,
2011), quanto com protegcédo (KIDD et al., 2006). Ainda que os resultados sejam
contraditorios, estudos ja realizados demonstram que o gene BCL-2 continua sendo
um forte alvo de estudo na busca de um marcador molecular efetivo para detecgao e
prognéstico do CaP (HIRATA et al., 2009).
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5. Supressores Tumorais

Os genes supressores tumorais codificam proteinas responsaveis pelo controle
do crescimento celular. Tais proteinas sdo capazes de inibir o crescimento, impedindo
a progressao do ciclo e também de induzir apoptose (HINDS; WEINGBERG, 1994;
ABELEV; ERAISER, 2008). Portanto, a perda da fungdo dos supressores tumorais
resulta na proliferagédo celular desregulada (HINDS; WEINGBERG, 1994). Mutacgbes
nestes genes sdo mais frequentes do que em proto-oncogenes durante o processo de
carcinogénese (ABELEV; ERAISER, 2008).

Em 1971, Alfred Knudson apresentou o primeiro modelo genético descrevendo
o papel de um supressor tumoral em doenca humana. Seu trabalho envolvendo
retinoblastoma, um raro cancer infantil, culminou na teoria de dois “hits”, a qual diz
que duas alteragdes genéticas distintas ou mutagcdes sdo necessarias para o
favorecimento da doenca, sugerindo que a caracteristica maligna ocorre devido a
perda ou inativagdo dos dois alelos no locus do gene supressor tumoral responsavel
por regular o crescimento celular normal (ABEL et al., 1998). A teoria de Knudson
explicou também a hereditariedade no cancer, ao observar que criangcas com
retinoblastoma hereditario desenvolviam a doenga precocemente quando
comparadas com criangas portadores da forma esporadica (KNUDSON, 1971).
Tempos apds a descoberta de Knudson, os supressores tumorais foram divididos em

trés grupos conforme suas fungdes: os gatekeepers, caretakers e landscapers.

Os supressores considerados gatekeepers sao os genes cuja fungéo € inibicao
do crescimento celular, seja suprimindo a proliferagdo ou induzindo a apoptose,
enquanto que os caretakers sao responsaveis pela manutencéo da integridade do
DNA, garantindo sua fidelidade por meio do reparo efetivo em caso de danos no
material genético ou prevencéo da instabilidade gendmica. Os genes landscapers
controlam o microambiente celular, visto que lesdes iniciadoras parecem nao ocorrer
nas células tumorais, mas em células do estroma que rodeiam o tumor. Este controle
do meio é capaz de modular o crescimento celular direta ou indiretamente por meio
da regulacéo de proteinas da matriz extracelular, marcadores de superficie celular,
proteinas de adesdo ou secregdao de fatores de crescimento (MACLEOD, 2000;
ASHWORTH; LORD; REIS-FILHO, 2011).
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A perda de fungao dos genes caretakers leva ao aumento da taxa de mutagoes,
e a dos landscapers torna o microambiente anormal, favorecendo a transformacgao
das células epiteliais normais. Ambos processos podem causar pré-disposicao e
favorecer a formagdo tumoral (MACLEOD, 2000). Desta forma, os supressores
tumorais aparecem como pega chave na carcinogénese, uma vez que sua inativagao
causa o descontrole da proliferagao celular e inibicdo de apoptose, promovendo o
acumulo de mutagbes, favorecendo a heterogeneidade genética do tumor,

caracteristica necessaria para a progressao da doenca (ABELEV; ERAISER, 2008).

5.1. Gene NKX3-1
O gene supressor tumoral regulador de androgeno NKX3-1, localizado no
cromossomo 8p21.2, é expresso predominantemente na prostata. Pertence a classe
dos genes homebox, ou seja, reguladores do desenvolvimento embrionario que atuam
por interagcdo com outros genes num efeito cascata para a formagdo do tecido
(KRISTIANSEN, 2012).

O gene NKX3-1 é conhecido como marcador de formacao da proéstata, pois €
expresso desde seu desenvolvimento até a vida adulta, em todas as fases de
diferenciagcao, desempenhando papel essencial no desenvolvimento normal da
glandula (ABAT-SHEN; SHEN; GELMANN, 2008). A perda de fungédo deste gene
causa defeitos na secrecao de proteinas prostaticas e na morfogénese do ducto, bem
como contribui para formagédo de carcinogénese de prostata (ABAT-SHEN; SHEN;
GELMANN, 2008), além de apresentar associagdo com tumores de préstata de alto
grau (neoplasia intraepitelial prostatica considerada lesdo precursora de CaP),
sugerindo que este possa ser um excelente marcador para a detec¢ao deste cancer
(KRISTIANSEN, 2012). Devido a sua relagdo com CaP, NKX3-1 se tornou alvo de
estudo de pesquisadores que buscam marcadores biolégicos funcionais para

deteccao do CaP.

Em estudo realizado por Gurel et al. (2010), utilizando a técnica de
imunohistoquimica, o gene NKX3-1 demonstrou ser altamente sensivel (98,6%) e
especifico (99,7%) como marcador para a detecgao de adenocarcinoma prostatico
metastatico. Além disso apresentou maior especificidade quando associado com

anticorpos para outros marcadores, como PSA e PSAP (do inglés fosfatase prostatic-
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specific acid phosphatase). Esta analise combinada dos trés genes apresentou
sensibilidade de 100%, auxiliando na identificacdo da origem prostatica nos

carcinomas metastaticos pouco diferenciados.

Alguns autores tém relacionado a atividade de NKX3-1 com os genes PTEN e
AR em processos de CaP (ANDERSON et al., 2012; TAN et al., 2012; SONG et al.,
2009; KIM et al., 2002). NKX3-1 regulou a atividade transcricional de AR na linhagem
de célula tumoral prostatica humana LNCaP, favorecendo a sobrevivéncia destas
células. NKX3-1, na presenga de dihidrotestosterona (DHT), ativa diretamente a
expressao de AR. O grupo também demonstrou que genes dependentes de AR, os
quais sao superexpressos em CaP, CaP avancado e em CaP recorrente, também sao
regulados diretamente por NKX3-1, indicando seu papel crucial na tumorigenicidade
desta doencga. Além disso, resultados apontaram para uma provavel participagao de
NKX3-1 na regulagédo de genes que atuam na sobrevivéncia celular ou prevengao de
apoptose (TAN et al., 2012.).

O polimorfismo rs11781886 apresenta alteragdo de base C>T na regido 5’UTR,
levando a baixa expressado de NKX3-1. Akamatsu et al. (2010) demonstraram que este
SNP altera a afinidade de ligagao do fator de transcricdo Sp1, reprimindo a atividade
de transcrigdo do promotor e diminuindo a expressao do mRNA deste gene, o que

pode contribuir para o aumento no risco de CaP.

O fato da literatura ja ter indicado a associacdo deste gene com o CaP
(KRISTIANSEN, 2012; GUREL et al., 2010) incentivou-nos a investigar a relacéo do
SNP rs11781886 com a doenca.
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Justificativa

Em virtude das elevadas taxas de incidéncia de CaP no mundo (CENTER et
al.,, 2012; JEMAL et al.,, 2011), da baixa eficacia dos atuais testes de triagem
atualmente utilizados para o diagnéstico desta neoplasia, PSA e DRE, (SAINI, 2016;
BAADE et al., 2009), torna-se imprescindivel o desenvolvimento de novos exames
baseados em marcadores que sejam sensiveis, mais especificos e minimamente
invasivos para que os problemas causados pelos atuais métodos de triagem sejam
solucionados. Neste contexto, o presente estudo visa auxiliar nesta problematica,
buscando potenciais marcadores moleculares de suscetibilidade, prognodstico e
progresséao para o CaP em um estudo do tipo caso-controle e transversal. P

Para atingir este objetivo sera estudada a associagao de SNPs em trés genes
envolvidos no processo de apoptose (CASP3, CASP-9 e BCL-2) e um gene supressor
tumoral (NKX3-7) com a suscetibilidade ao CaP, correlacionando-os também com

parametros clinicos dos pacientes e histopatolégicos do tumor.

A partir dos dados obtidos com os marcadores moleculares avaliados,
pretende-se contribuir para a compreensao do processo de carcinogénese prostatica,
auxiliando futuramente na tomada de decisdo clinica mais adequada e contribuindo

para a reducao dos impactos desta doenca.
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. OBJETIVO

1. Objetivo Geral
Avaliar polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) de suscetibilidade,
progressao e progndstico para cancer de prostata em estudo de associagao do tipo

caso-controle.

2. Objetivos Especificos
Avaliar a possivel associagao de polimorfismos nos genes CASP3 (rs4647603),
CASP9 (rs1052571), BCL-2 (rs2279115) e NKX3-1 (rs11781886) isolados ou
combinados, com a suscetibilidade ao cancer de préstata.

Correlacionar os dados genéticos do estudo com os parametros clinicos dos
pacientes e histopatoldgicos do tumor para avaliar o potencial dessas variantes como

marcadores moleculares de prognostico e progresséo do tumor.
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RESUMO

Em virtude das elevadas incidéncia e mortalidade devido ao cancer de préstata (CaP),
e da necessidade de métodos de triagem mais especificos para a doenga, o presente
estudo teve como objetivo avaliar variantes polimorficas nos genes de apoptose BCL-
2 (rs2279115), CASP3 (4647603) e CASP9 (rs1052571), e no gene supressor tumoral
NKX3-1 (rs11781886) como possiveis marcadores moleculares de suscetibilidade,
prognéstico e progressdo do CaP em um estudo do tipo caso-controle e transversal.
Amostras de sangue periférico foram obtidas de 283 pacientes que apresentaram
confirmacgéao histopatolégica do CaP e seus controles pareados (PSA inferiores a 4
ng/mL). As genotipagens foram realizadas por PCR em tempo real usando sonda
TagMan®. A associacao entre a ocorréncia de CaP com as variantes polimérficas foi
calculada por Odds Ratio (OR) com intervalo de confianga de 95%, obtida por
regressao logistica multivariada dos dados. Demonstraram associa¢gdo com a doenga
os genodtipos dos genes CASP3, CASP9 e NKX3-1, bem como os gendtipos
combinados em pares BCL-2+NKX3-1 e CASP3+NKX3-1. A analise univariada dos
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) com os dados histopatolégicos do tumor
indicou associacao das variantes alélicas de BCL-2 com extensao extracapsular,
invasao de vesicula seminal, invasao perineural, bilateralidade e pior estadiamento do
tumor, além de niveis elevados de PSA. As variantes alélicas de NKX3-1 também
apresentaram associacdo com bilateralidade, enquanto que gendtipos de CASP3
demonstraram associagdo com estadiamento tumoral. Analise dos polimorfismos
combinados em pares indicou associagao dos genotipos combinados de BCL-
2+CASP3 com extensao extracapsular, bilateralidade, estadiamento T3 e T4 e niveis
elevados de PSA, enquanto que gendtipos de BCL-2+NKX3-1 mostraram associagéo
com extensao extracapsular, bilateralidade e estadiamento T3 e T4. Os dados obtidos
permitem inferir que o polimorfismo do gene CASP9 parece conferir suscetibilidade
ao CaP, enquanto que o SNP do gene BCL-2, pior progndstico aos pacientes. Os
polimorfismos avaliados dos genes CASP3 e NKX3-1 parecem conferir tanto
suscetibilidade, quanto pior progndéstico, ndo apenas de forma isolada, mas também
quando combinados.

Palavras-chave: SNP, suscetibilidade, parametros histopatoldgicos, progndstico,
PSA.
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ABSTRACT

Due to the high incidence and mortality due to prostate cancer (PCa), and the need
for more specific screening methods for the disease, the present study aimed to
evaluate polymorphic variants in the apoptosis genes BCL-2 (rs2279115), CASP3
(rs4647603) and CASP9 (rs1052571), and in the tumor suppressor gene NKX3-1
(rs11781886) as potential molecular markers of susceptibility, prognosis and
progression of CaP in a case-control and cross-sectional study. Peripheral blood
samples were obtained from 283 patients who presented histopathological
confirmation of PCa and their paired controls (PSA less than 4 ng / mL). Genotyping
was performed by real-time PCR using TagMan® probe. The association between the
occurrence of CaP and the polymorphic variants was calculated by Odds Ratio (OR)
with 95% confidence interval, obtained by multivariate logistic regression of the data.
The genotypes of the CASP3, CASP9 and NKX3-1 genes, as well as the combined
genotypes in BCL-2+NKX3-1 and CASP3+NKX3-1 pairs were shown to be associated
with the disease. Univariate analysis of single nucleotide polymorphisms (SNPs) with
histopathological data on tumor indicated association of BCL-2 allelic variants with
extracapsular extension, seminal vesicle invasion, perineural invasion, bilaterality and
worse tumor staging, as well as elevated levels of PSA. Allelic variants of NKX3-1 were
also associated with bilaterality, whereas CASP3 genotypes showed association with
tumor staging. Analysis of the combined polymorphisms in pairs indicated the
association of BCL-2+CASP3 genotypes with extracapsular extension, bilaterality, T3
and T4 staging and elevated PSA levels, whereas BCL-2+NKX3-1 genotypes showed
association with extracapsular extension, bilateral and staging T3 and T4. The data
obtained allow us to infer that the polymorphism of the CASP9 gene seems to confer
susceptibility to CaP, whereas the SNP of the BCL-2 gene, a worse prognosis for
patients. The polymorphisms evaluated from the CASP3 and NKX3-1 genes seem to
confer both susceptibility and poor prognosis, not only in isolation, but also when
combined.

Keywords: SNP, susceptibility, histopathological parameters, prognosis, PSA.
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Introducgao

O cancer de prostata (CaP) € um dos grandes desafios de saude em todo o
mundo, em virtude da alta frequéncia de homens acometidos e do elevado numero de
Obitos resultantes desta doenca (DALL'ERA et al., 2012). No Brasil o CaP é o segundo
tipo de cancer mais comum entre os homens, ficando atras somente do cancer de
pele ndo melanoma (INCA, 2016).

Alguns fatores ambientais apresentam associagao com CaP, como exposigéo
ocupacional a agroquimicos (BASSIL et al., 2007), consumo de carne vermelha
(EKMAN, 1999) e vasectomia (NUTT, REED, KOHLER, 2016). Outro importante fator
que demonstra relagdo com a neoplasia é o histérico familiar de CaP do individuo,
visto que o risco é proporcional ao numero de parentes de primeiro grau acometidos
(LYNCH et al, 2016).

Algumas caracteristicas histopatolégicas de tumores de prostata séo de
extrema importancia para predizer a agressividade do tumor, como por exemplo, o
escore de Gleason, cuja mensuragao se da pelo padrao de diferenciagéo histolégica
da amostra, indicando a progressao e recorréncia bioquimica da doenga. A invasao
de vesicula seminal esta associada com pior progndstico e recorréncia tumoral apos
cirurgia e a extensdo extracapsular revela se a neoplasia se estende além da prostata
(ADAMIS, VARKARAKIS, 2014).

A invasao perineural indica a capacidade da célula cancerosa invadir os nervos,
e esta associada com elevadas taxas de recorréncia, bem como com diminui¢ao de
sobrevivéncia (BAKST, WONG, 2016). Apesar de nao predizer recorréncia bioquimica
(KARAVITAKIS al., 2011), a lateralidade do tumor pode auxiliar na tomada de decisao
quanto ao tratamento da doenga (MOURAVIEV et al., 2007). A invasao de linfonodos
também é um importante fator histopatoldgico, pois confere pior progndstico ao
paciente, uma vez que as células cancerosas adquirem capacidade de invadir o
sistema linfatico, resultando em metastase linfatica (BENSALAH, 2013).

Na avaliagao histolégica os tumores de préstata sdo divididos em classes
quanto aos seus estadiamentos: TNM (Tumour Node Metastasis), que revela a
agressividade da doenga (MOTTET et al., 2014).

O uso do teste de PSA na pratica clinica tem auxiliado na identificacdo dos

casos de CaP. No entanto, aproximadamente 20% dos homens com CaP apresentam
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niveis normais desta glicoproteina, e homens com altos niveis de PSA nem sempre
sdo portadores desta neoplasia (SAINI, 2016; CARY, COOPERBERG, 2013). Desta
forma, faz-se necessario a identificacdo de novos marcadores de suscetibilidade e
prognéstico, a fim de suprir esta caréncia na detecgdo do cancer de préstata.

Genes da via apoptotica e genes supressores de tumor tém sido alvos neste
tipo de busca, pois sdo responsaveis pela homeostase celular. Quando alterados,
favorecem a sobrevivéncia celular, facilitando o surgimento de tumores, além de
conferirem pior progndstico ao paciente (GALLUZZI; KEPP; KROEMERK, 2012; TAN
et al., 2012). Polimorfismos nos genes da via apoptoética BCL-2, CASP3, CASP9 e no
gene supressor tumoral NKX3-1 parecem estar associados com a doenga
(LAVENDER et al., 2012; MITTAL et al., 2012; BACHMANN et al., 2011; AKAMATSU
et al., 2010).

Dado o exposto, este estudo teve como objetivo avaliar SNPs em genes de
apoptose (CASP3, CASP9 e BCL-2) e supressor tumoral (NKX3-17) a fim de identificar
marcadores moleculares para suscetibilidade e prognéstico para CaP. Os dados de
genotipagem também foram associados com parametros clinicos dos pacientes e de
seus controles e com dados histopatolégicos do tumor, com o objetivo de encontrar

possiveis marcadores para progressao da doenca.

Material e Métodos:
Amostras

Amostras de DNA provenientes de 283 individuos portadores de cancer de
préstata (pacientes) foram obtidas a partir de amostras de sangue periférico coletadas
no Hospital do Cancer de Londrina no periodo de 2006 a 2015. Amostras de DNA
provenientes de 283 individuos livres desta neoplasia (controles), foram obtidas a
partir de amostras de sangue periférico coletadas no CISMEPAR (Consércio
Intermunicipal de Saude do Médio Paranapanema-PR), Santa Casa de Londrina e
Universidade Estadual de Londrina (UEL), no periodo de 2006 a 2015. Os sangues
periféricos foram coletados por meio de puncgdo intravenosa com agulhas e tubos
descartaveis vacutainer, contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Apés este
procedimento as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2500 rpm e a fase

intermediaria (buffy coat), composta por leucdcitos, foi transferida para tubos de 1,5
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mL, extraido o DNA que foi armazenado a -20°C no biorepositorio do Laboratorio de
Mutagénese e Oncogenética da Universidade Estadual de Londrina.

O uso de amostras ja coletadas para execugao de projetos anteriores foi
aprovado pelos voluntarios que assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), e responderam um questionario, modificado de Carrano e
Natarajan (1988), sobre estilo de vida e exposigdo ocupacional (ANEXOS 1 e 2).
Ambos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina (CAAE: 19769913.0.0000.5231) (ANEXO 3).

O critério para selegcao de pacientes para o presente estudo foi de individuos
livres de tratamentos quimioterapico e/ou radioterapico. Todos os individuos
responderam a um questionario contendo perguntas sobre idade, ancestralidade,
exposi¢cao ocupacional a agroquimicos, estilo de vida (habitos tabagista e etilista;
consumo de carne vermelha), procedimento de vasectomia e histérico familiar de
cancer. Foram considerados ndo tabagistas aqueles que nunca fumaram ou pararam
de fumar a 10 anos ou mais. Foram considerados nao etilistas aqueles que nao
consomem bebida alcodlica ou que pararam de beber a 10 anos ou mais. Os niveis
de PSA dos individuos foram obtidos a partir de exames realizados anteriormente a
entrevista, tendo sido considerado o nivel inferior a 4 ng/mL como critério para selegéo
dos individuos controles.

Cada paciente foi pareado com seu respectivo controle por idade (+/- 5
anos), habito tabagista, habito etilista e ancestralidade, obtidos a partir dos
questionarios aplicados para cada individuo do estudo. Dados de escore de Gleason,
extensdo extracapsular, invasao de vesicula seminal, invasao de linfonodo, invaséo
perineural, bilateralidade do tumor e estadiamento da doenca foram obtidos dos

prontuarios dos pacientes.

Extracao de DNA genémico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir das amostras de sangue
congeladas utilizando-se o kit High Pure PCR Template Preparation (catalogo
11796828001; Roche®; Indianapolis, IN, USA), seguindo as orientagdes do
fornecedor. A quantificacédo do DNA foi realizada por meio do equipamento Nanodrop
2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific) e as amostras que apresentaram
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razao 260/280nm de aproximadamente 1,8 foram consideradas adequadas para uso

nos experimentos subsequentes.

Genotipagem dos genes BCL-2, CASP3, CASP9 e NKX3-1

Foram escolhidos para serem avaliados polimorfismos (SNPs) validados nos
bancos de dados publicos (Database of Single Nucleotide Polymorphisms/NCBI,
2015), dos genes BCL-2 (rs2279115), CASP3 (rs4647603), CASP9 (rs1052571), e
NKX3-1 (rs11781886). As genotipagens foram realizadas para cada SNP utilizando-
se a técnica de RT-PCR e sondas TagMan® (Applied Biosystems), Genotyping Master
mix (Applied Biosystems; Foster city, CA, USA) e 5ng de DNA genémico, seguindo as

recomendacgdes do fabricante.

Analise estatistica

A analise da associacao dos polimorfismos estudados com suscetibilidade em
relacdo ao cancer de proéstata foi dada pela relagdo dos genotipos prevalentes,
heterozigotos e raros entre os individuos controles e pacientes. Para essa avaliagao
foi utilizado o calculo de Odds Ratio — OR (razdo de chance) e intervalo de confianca
de 95%. Para verificar se os gendtipos estudados estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg, foi utilizado o teste do qui-quadrado.

A associacao entre os gendétipos e os parametros obtidos a partir dos prontuarios
(dados histopatolégicos) e questionarios foi realizada por analise de regressao
logistica univariada. O historico familiar de cancer e historico familiar de cancer de
prostata (p < 0,05) foram incluidos para ajustar o modelo multivariado. Todas as
analises estatisticas foram realizadas empregando-se o software SPSS 22.0 (IBM,
Armonk, NY, EUA).

Resultados

Os individuos eram predominantemente de ancestralidade caucasiana
(85,5%). A idade média dos pacientes foi 65,47 £ 7,15 e a dos controles 63,74 £ 8,21
anos. A porcentagem de individuos tabagistas foi de 25,1% contra 74,9% que né&o
faziam uso do tabaco e de etilistas foi 50,5% contra 49,5% n&o-etilistas. A média de
PSA dos pacientes foi 15,78 + 41,40 ng/mL e a dos controles 1,05 + 0,68 ng/mL. O
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historico familiar de cancer e histérico familiar de cancer de prostata mostraram, na
analise estatistica univariada, diferengas significativas entre pacientes com CaP e
controles (Tabela 1). Outros parametros como ancestralidade, exposi¢cao ocupacional
a agroquimicos, procedimento de vasectomia e consumo de carne vermelha nao
apresentaram diferengas significativas entre os dois grupos. As principais
caracteristicas histopatoldgicas do tumor dos pacientes com CaP e nivel de PSA estédo
detalhadas na Tabela 2. O teste do qui-quadrado foi realizado para todos os genes
das duas populacdes separadamente, demonstrando que os mesmos estdo em

equilibrio de Hardy-Weinberg.

As frequéncias alélicas e genotipicas dos genes BCL-2, CASP3, CASP9 e
NKX3-1 nao apresentaram associagao estatisticamente significativa com CaP quando
avaliadas individualmente (Anexo 4). Os fatores de risco que foram associados com
CaP (historico familiar de céncer e histérico familiar de CaP) foram ajustados no
modelo de analise multivariada, onde foi observada significancia estatistica para os
genotipos GA+AA do polimorfismo no gene CASP9 (OR=1,16; 1C95%=1,14-1,18;
p=0,000), CT+TT do polimorfismo no gene CASP3 (OR=1,22; 1C95%=1,03-1,43;
p=0,021) e do gendtipo CC do polimorfismo no gene NKX3-1 (OR=1,73; 1C95%=1,05-
2,84; p=0,031) (Tabela 3).

A analise univariada da associagao dos diferentes genes em pares indicou que
a combinagdo de gendtipos dos genes CASP3 e NKX3-1 (CT+CC) aumentou a
chance de CaP em 3,5 vezes (OR=3,5; 1C95%=1,11-11,11; p=0,033). O mesmo
ocorreu quando foram combinados os gendétipos de CASP9 e NKX3-1 (GA+CC)
(OR=3,5; 1C95%=1,12-10,90; p=0,031) (Anexo 5).

A analise de genes combinados em pares, levando em consideragao
os fatores ajustados (histérico familiar de cancer e histérico familiar de cancer de
prostata) por modelo multivariado, confirmou o resultado obtido na analise univariada
somente para a combinagao de gendtipos dos genes CASP3 e NKX3-1 (CT+CC)
(OR=3,79; IC95%=1,49-9,62; p=0,005) (Anexo 6).
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TABELA 1 - Analise univariada de caracteristicas clinicas, ocupacional e alimentar de
pacientes com cancer de préstata e individuos controles
Caracteristicas Pacientes Controles Valor de
N (%) N(%) p
Histérico familiar de cancer Sim 163 (567,6) 121 (42,8) 0,000
Nao 120 (42,4) 162 (57,2)
Historico familiar de cancer de préstata  Sim 55 (33,7) 25 (20,7) 0,016*
Nao 108 (66,3) 96 (79,3)
Vasectomia Sim 5(1,8) 7 (2,5) 0,550
Nao 275(98,2) 271 (97,5)
Exposicao ocupacional a agroquimicos Sim 165 (58,3) 148 (52,3) 0,304
Nao 118 (41,7) 135 (47,7)
Consumo de carne vermelha Sim (1-4) 154 (54,4) 140 (49,5) 0,990
Sim (5-7) 119 (42,0) 134 (47,3) 0,799
Nao 10 (3,5) 9 (3,2)

*Resultado estatisticamente significativo, p < 0.05

1-4=consumo de carne de 1 a 4 vezes na semana; 5-7=consumo de carne de 5 a 7 vezes na

semana
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TABELA 2 - Caracteristicas da amostra de acordo com nivel de PSA dos pacientes e
parametros histopatologicos do tumor

Parametros Categorias N %
Nivel de PSA*
(ng/mL) 0-4,0 10 3,6
4,1-10,0 147 53,3
>10,1 119 43,1
Escore de Gleason 3-6 127 48,1
7 113 42,8
8-10 24 9,1
Extensao extracapsular Presenca 98 38
Auséncia 160 62
Invasio de vesicula
seminal Presenca 32 12,4
Auséncia 226 87,6
Invasao perineural Presenca 42 16,3
Auséncia 216 83,7
Bilateralidade Presenca 138 53,3
Auséncia 121 46,7
Invasao de linfonodo Presenca 6 2,5
Auséncia 232 97,5
Estadiamento T2 154 60,2
T3eT4 102 39,8

*Dos 283 pacientes, 7 ndo possuiam informacgao sobre o nivel de PSA
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TABELA 3 — Frequéncias genotipicas e alélicas dos genes BCL-2, CASP3, CASP9 e NKX3-

1 em paciente e em seus respectivos controles

Genes Pacientes com Individuos Valor
(SNP) Genétipos CaP controle OR (IC95%) de
N (%) N (%) p
BCL-2
(rs2279115) CC 79 (27,9) 75 (26,5) Ref.
CA 138 (48,8) 130 (45,9) 1,50 (0,66-3,43) 0,331
AA 66 (23,3) 78 (27,6) 1,06 (0,42-2,66) 0,905
CA + AA 204 (72,1) 208 (73,5) 1,32 (0,48-3,60) 0,589
CASP3
(rs4647603) CC 206 (72,8) 205 (72,4) Ref.
CT 73 (25,8) 67 (23,7) 1,29 (0,75-2,21) 0,354
TT 4(1,4) 11 (3,9) 0,54 (0,09-3,17) 0,498
CT+TT 77 (27,2) 78 (27,6) 1,22 (1,03-1,43) 0,021*
CASP9
(rs1052571) GG 61 (21,6) 68 (24,0) Ref.
GA 151 (53,4) 132 (46,6) 1.32 (0,89-1,96) 0,171
AA 71 (25,1) 83 (29,3) 0,95 (0,60-1,51) 0,838
GA + AA 221 (78,1) 214 (76,0) 1,16 (1,14-1,18) 0,000*
NKX3-1
(rs11781886) TT 135 (47,7) 153 (54,1) Ref.
TC 117 (41,3) 104 (36,7) 1,01 (0,74-1,39) 0,942
CC 31 (11) 26 (9,2) 1,73 (1,05-2,84) 0,031*
TC+CC 148 (52,3) 130 (45,9) 1,14 (0,85-1,55) 0,381

OR (IC95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianca de 95%. Ajustado para historico familiar
de cancer, histérico familiar de cancer de préstata
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Os resultados obtidos a partir da analise dos dados histopatologicos
demonstraram que o polimorfismo rs2279115 presente no gene BCL-2 influencia
fortemente a chance de CaP mais agressivo. O gendétipo CA foi associado com varios
fatores, como bilateralidade do tumor, tumor com extensdo extracapsular (nao
confinado), bem como com invasdo de vesicula seminal e invasdo perineural. O
genotipo raro (AA) mostrou associagdo com extensao extracapsular e nivel elevado
de PSA. Quando ambos genodtipos dos pacientes foram combinados, houve
associagao significativa para bilateralidade do tumor, tumor com extenséo
extracapsular e invasao perineural. Do mesmo modo, o gendétipo CC e a combinagao
TC+CC do rs11781886 (gene NKX3-1) indicaram associagdo com bilateralidade do
tumor (Tabela 4 e 5).

Os gendtipos CA e CA+AA (rs2279115, gene BCL-2); a combinagao genotipica
TT+TC (rs4647603, gene CASP3) e a combinagdo dos genes BCL-2 + NKX-3
(CA+CC) e BCL-2 + CASP3 (CA+CC; CA+CT e AA+CT), mostraram associagdo com
progressao do tumor para estadiamento T3 e T4 (Tabela 5). Os gendtipos CA, AA e
CA+AA de BCL-2, assim como a combinagdo genotipica entre BCL-2 e CASP3
(CA+CT e AA+CC) também foram associados com niveis elevados de PSA (Tabela
5). Nenhum resultado significativo foi obtido entre associacdo dos dados
histopatoldgicos e o SNP rs4647603 do gene CASP9.

A analise dos dados obtidos para extensido extracapsular e bilateralidade do
tumor associados com o0s genes combinados em pares demonstrou que as
combinag¢des dos genes BCL-2 + NKX3-1 (CA+TC) e BCL-2 + CASP3 (CA+CC;
CA+CT; AA+CT) aumentaram a chance de desenvolver tumor extracapsular (Tabela
6). Também foi encontrada chance maior de 4 vezes para bilateralidade do tumor
quando as seguintes combinagdes foram realizadas: BCL-2 + NKX3-1 (CA+CT;
CC+CC). Do mesmo modo, a combinagao entre genétipos dos genes BCL-2 e CASP3
(CA+CC) demonstrou aumento de 2,56 vezes na chance de bilateralidade do tumor
(Tabela 6).
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TABELA 4 — Associacao de dados histopatoldgicos de pacientes com cancer de prostata e os genétipos dos genes BCL-2 e NKX3-1

Bilateralidade (N=259)

Extenséo extracapsular (N=258)

Invasdo de vesicula seminal (N=258)

Invaséo perineural (N=258)

P A P P A P A

Geneslrs  Genétipos N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) OR (IC95%) N (%) N (%) OR (IC95%)

sk cc 28(20,3)  41(33,9) 16 (16,3) 4(12,5) 64(283) Ref. 4(9,5) 64 (29,6) Ref.

rs2279115 CA 79(57,2)  51(42,1) 2,27 (1,25-4,12)* 56 (57,1) 2,46 (1,27-4,75)* 21 (65,6) 109482) 3,08 (1,01-9,38)* 28 (66,7) 102 (47,2) 4,39 (1,47-13,11)*
AA 31(22,5) 29 (24,0) 1,57 (0,78-3,15) 26 (26,5) 2,49 (1,17-5,30)*  7(21,9) 53(23,5)  2,1(0,59-7,61) 10(23,8) 50(23,1)  3,2(0,95-10,81)
CA+AA 110 (79,7) 80 (66,1) 2,01 (1,15-3,53)*  82(83,7) 2,47 (1,32-4,63)*  28(87,5) 162(71,7) 2,77 (0,93-8,20) 38(90,5) 152 (70,4) 4 (1,37-11,67)*

NKX3-1 1T 57 (41,3) 66 (54,5) 42 (42,9) 11 (34,4) 112 (49,6) Ref. 22(52,4) 101 (46,8) Ref.

rs11781886 TC 60 (435)  48(39,7) 1,45 (0,86-2,43) 45 (45,9) 1,38 (0,81-2,35) 1856,3) 90(39,8) 2,04 (0,92-4,53) 18 (42,9) 90 (41,7) 0,92 (0,46-1,82)
cc 21(152)  7(58) 3,47 (1,38-8,77)  11(11,2) 1,33 (0,56-3,11) 3(94) 24(10,6) 1,27 (0,33-4,91) 2(48) 25(116) 0,37 (0,81-1,67)
TC+CC 81(58,7)  55(455) 1,71 (1,42-2,79)* 56 (57,1) 1,37 (0,82-,2,27)  21(656) 114(50,4) 1,88 (0,88-4,07) 20 (47,6) 115(53,2) 0,80 (0,41-1,55)

OR (1C95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confian¢a de 95%.

*Valor estatisticamente significativo, p < 0.05.

P=presente; A= ausente.



TABELA 5 — Associagao de estadiamento do tumor e niveis de PSA com os gendétipos dos genes BCL-2, CASP3 e NKX3-1

Genes/rs Genotipos Estadiamento Nivel de PSA
T2 N (%) T3,T4AN (%) OR (1C95%) 0-10,0 N (%) > 10,01 OR (IC95%)
BCL-2 CcC 50 (32,5) 18 (17,6) Ref. 129 (29,4) 22 (18,5) Ref.
rs2279115 CA 70 (45,5) 59 (57,8) 2,34 (1,23-4,44)* 201 (45,8) 63 (52,9) 2,15 (1,18-3,91)*
AA 34 (22,1) 25 (24,5) 2,04 (0,97-4,31) 109 (24,8) 34 (28,6) 2,69 (1,34-5,39)*
CA+AA 104 (67,5) 84 (82,4) 2,24 (1,22-4,13)* 310 (70,6) 97 (81,5) 2,31 (1,31-4,08)*
CASP3 CcC 120 (77,9) 68 (66,7) Ref. 302 (72,9) 88 (73,9) Ref.
rs4647603 CT 32 (20,8) 32 (31,4) 1,7 (0,10-3,13) 106 (24,1) 30 (25,2) 1,01 (0,58-1,74)
TT 2(1,3) 2(2,0) 1,77 (0,24-12,812 13 (3,0) 1(0,8) 0,44 (0,05-4,26)
TT+TC 34 (22,1) 34 (33,3) 1,77 (1,07-3,09)* 119 (27,1) 31 (26,1) 0,97 (0,56-1,66)
BCL2 + NKX3-1 CC+TT 23 (14,9) 8(7,8) Ref. 57 (13,0) 13 (10,9) Ref.
rs2279115 + CC+TC 19 (12,3) 7 (6,9) 1,06 (0,33-3,46) 55 (12,5) 5(4,2) 0,37 (0,11-1,20)
rs11781886 CC+CC 8(5,2) 3(2,9) 1,08 (0,23-5,08) 17 (3,9) 4 (3.4) 0,75 (0,19-2,94)
CA+TT 39 (25,3) 28 (27,5) 2,06 (0,81-5,28) 107 (24,4) 36 (30,3) 1,740,76-3,99)
CA+TC 28 (18,2) 25 (24,5) 2,57 (0,98-6,76) 75 (17,1) 24 (20,2) 1,35 (0,57-3,23)
CA+CC 3(1,9) 6 (5,9) 5,75 (1,16-28,55)* 19 (4,3) 3(2,5) 0,73 (0,16-3,30)
AA+TT 17 (11,0) 8(7,8) 1,35 (0,42-4,33) 63 (14,4) 10 (8,4) 0,94 (0,34-2,64)
AA+TC 14 (9,1) 13 (12,7) 2,67 (0,89-8,05) 39 (8,9) 17 (14,3) 2,40 (0,88-6,57)

AA+CC 3(1,9) 4(3,9) 3,83 (0,70-20,971) 7 (1,6) 7 (5,9) 11, 85 (1,31-107,41)




TABELA 6 — Associagao de estadiamento do tumor e niveis de PSA com os gendétipos dos genes BCL-2, CASP3 e NKX3-1

BCL-2 + CASP3 CC+CC 37 (24,0) 11 (10,8) Ref. 93 (21,2) 16 (13,4) Ref.
rs2279115+  CC+CT 12 (7,8) 7(6.9) 1,96 (0,62-6,20) 32 (7,3) 6 (5,0) 0,95 (0,31-2,89)
rs4647603 CC+TT 1(0,6) . 4(0,9) .

CA+CC 56 (36,4) 42 (41,2) 2,52 (1,15-5,52)* 150 (34,2) 47 (39,5) 1,99 (0,99-4,02)
CA+CT 13 (8,4) 17 (16,7) 4,40 (1,64-11,80)* 48 (10,9) 16 (13,4) 2,53 (1,02-6,33)*
CA+TT 1(0,6) . 3(0,7) .

AA+CC 27 (17,5) 15 (14,7) 1,87 (0,74-4,70) 77 (17.5) 25 (21,0) 2,83 (1,24-6,44)*
AA+CT 7 (4,5) 8 (7,8) 3,84 (1,14-12,99)* 26 (5,9) 8 (6,7) 2,11 (0,69-6,45)
AA+TT 2(2) . 6 (1,4) 1(0,8) 2,38 (0,14-40,35)

T3 e T4 = Tumor estende-se através da caps

*Valor estatisticamente significativo, p < 0,05.

ula prostatica; T2= categoria referéncia; 0-10= categoria de referéncia para PSA.
OR (IC95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianca de 95%.
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TABELA 7 — Associagao de extencao extracapsular e bilateralidade do tumor com combinagdes genotipicas dos genes BCL-2, NKX3-1e CASP3

em pacientes com cancer de prostata

Extensao extracapsular

Bilateralidade

P A P A

Genes Genétipos N (%) N (%)  OR (IC95%) N (%) N (%) OR (IC95%)

BCL-2+NKX3-1 CC+TT 7(7,1) 24 (15)  Ref. 12(8,7) 19(15,7) Ref.

rs2279115 + * *

(2117881886 CA+TC 25(255) 29(18,1) 2,96 (1,09-8,01) 39(28,3) 15(12,4) 4,12(1,61-10,50)
CC+CC 2(2,0) 9(5,56) 0,76 (0,13-4,48) 9 (6,5) 3(2,5) 4,75 (1,07-21,14)*

BCL-2+ CASP3 CC+CC 10(10,2) 38(23,8) Ref. 18 (13) 30 (24,8) Ref.

rs2279115 + * *

1o4647603 CA+CC 41(41,8) 58(36,3) 2,69 (1,20-6,00) 60 (43,5) 39(32,2) 2,56 (1,26-5,22)
CA+CT 15(153) 15(94) 3,80(1,40-10,316)* 18 (13) 12 (9,9) 2,50 (0,98-6,37)
AA+CT  8(82) 7(44) 4,34 (1,27-14,87)" 8 (5,8) 7 (5,8) 1,91 (0,59-6,14)

OR (1C95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confian¢a de 95%.
*Valor estatisticamente significativo, p < 0.05.
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Discussao

A amostra do presente estudo foi composta por 58,7% de pacientes com
CaP com idade igual ou superior a 65 anos, confirmando dados descritos na
literatura, que associam diretamente o risco aumentado da doenca com idade
avancada (American Cancer Society, Cancer Facts & Figures, 2016;
THORSTENSON et al., 2017).

Outras caracteristicas avaliadas nesta amostra e relacionados com o risco
da doencga foram o histérico familiar de cancer e histérico familiar de CaP
(p=0,000 e p=0,016, respectivamente). No presente estudo 57,6% dos pacientes
possuiam pelo menos um parente de primeiro grau com algum tipo de cancer e
33,7% tinham parentes de primeiro grau com CaP. Estes dados estdo de acordo
com Lynch et al. (2016), que afirmaram que o risco para esta doenca é
proporcional ao numero de parentes de primeiro grau acometidos e idade ao

diagndstico.

No presente estudo a associagao do rs2279115 (proto-oncogene BCL-2)
com o rs11781886 presente no gene supressor tumoral NKX3-1, conferiu maior
suscetibilidade ao CaP. Isto pode ser consequéncia do desequilibrio celular
causado pelo aumento da proteina inibidora de apoptose BCL-2 e diminuicdo da
expressao do supressor tumoral NKX3-1 (NAKAGAWA et al., 2012; AKAMATSU
et al., 2010), uma vez que proto-oncogenes e genes supressores tumorais séo
conhecidos por regularem o ciclo celular (VERMEULEN; BOCKSTAELE;
BERNEMAN, 2003).

Em niveis normais a proteina BCL-2 é inibida por proteinas pro-
apoptaéticas, resultando em inibicdo da proliferagao celular e favorecimento da
apoptose (AKL et al., 2014; SORENSON, 2004; BURLACU, 2003). No entanto,
segundo Nuckel et al. (2007), o SNP rs2279115, presente no promotor inibitorio
P2 aumenta a expressao de BCL-2, o que inibe a apoptose, favorecendo a
sobrevivéncia celular, facilitando o desenvolvimento de tumores e piorando o
prognéstico do paciente. Isto foi confirmado por Yoshino et al. (2006), que
encontraram associacdo entre a superexpressao da proteina BCL-2 com alto
escore de Gleason e CaP horménio refratario.



66

No presente estudo a analise do mesmo polimorfismo demonstrou que a
presencga do alelo A (AA, CA ou CA + AA) foi associada com pior prognostico
quando comparado com o genotipo CC. Esses resultados analisados
conjuntamente com os achados de Bachmann et al. (2011), indicam este SNP

como um potencial marcador de prognéstico para esta doenga.

Expresso predominantemente na préstata e envolvido na regulagdo da
proliferacdo das células epiteliais e, consequentemente, no processo de
crescimento normal da glandula, o gene supressor tumoral NKX3-1, quando
alterado, parece influenciar no desenvolvimento de CaP tanto por sofrer reducao
na expressao do mRNA (KRISTIANSEN, 2012; BETHEL et al., 2006; ASATIANI
et al., 2005), quanto por participar positivamente na regulagdo do gene AR
(receptor de andrégeno), que € superexpresso em CaP avangado e recorrente
(TAN et al., 2012).

Ao contrario do obtido para o proto-oncogene BCL-2, as variantes
polimdrficas do gene supressor tumoral NKX3-1 (rs11781886), apresentaram, no
presente estudo, associagao com suscetibilidade para o CaP de maneira isolada
(Tabela 3). Akamatsu et al. (2010) sugeriram que este SNP influencia a
expressao proteica, facilitando o acumulo de mutagcées e aumentando a chance

de desenvolver esta neoplasia.

O polimorfismo rs11781886, presente na regido 5’UTR do gene NKX3-1,
reprime a atividade transcricional do promotor e diminui a expressao do mRNA
(AKAMATSU et al., 2010; NAKAGAWA et al., 2012), estando associado com
adenocarcinomas prostaticos metastaticos, o que confere aos pacientes um pior
prognéstico da doenca (GUREL et al., 2010). Por este motivo, pode-se supor
que a associacao encontrada no presente estudo entre variantes deste
polimorfismo e bilateralidade do tumor (Tabela 4) seja resultado da alteragao na
funcdo normal do gene. Estes dados reforgcam os achados de Magee, Abdulkadir
e Milbrandt (2003), que indicaram que a delegcdo de um ou dois alelos em NKX3-
1 é capaz de prolongar a fase proliferativa, bem como favorecer proliferagéo

exacerbada, levando a um pior prognéstico.

Responsavel por desempenhar papel chave no processo de morte celular

programada, o gene CASP3, quando perde sua fungdo, favorece o



67

desenvolvimento de tumores (LARSEN et al., 2010). As variantes polimorficas
deste gene (rs4647603, presente na regido 5’UTR) avaliadas nos individuos do
presente estudo, apresentaram associacdo com suscetibilidade para o CaP de
maneira isolada (Tabela 3). Este polimorfismo parece alterar a transcrigao do
gene, influenciando sua expressao e contribuindo para o desenvolvimento de
cancer (CHEN at el., 2008). Mittal et al. (2012) associaram este SNP com o risco
aumentado de desenvolver CaP. A diminuicdo da expressao da proteina CASP3,
causada pelo polimorfismo rs4647603, e da proteina NKX3-1, causada pelo SNP
rs11781886 juntas, parecem estar associadas com maior risco de desenvolver
CaP. Apesar de estudos associando estes dois polimorfismos com a doenga n&o
terem sido relatados anteriormente, acreditamos que o resultado obtido neste
estudo seja consequéncia da perda do controle celular causada pela baixa taxa

apoptaética e redugao da capacidade de supressor tumoral.

No presente estudo o polimorfismo rs4647603 (CASP3) conferiu um pior
prognéstico aos pacientes com CaP, pois foi associado com estadiamento
tumoral T3 e T4. Associagao deste polimorfismo foi descrita em CaP (MITTAL et
al., 2012) e em carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo (CHEN
et al., 2008).

O SNP rs1052571 (CASP9) avaliado no presente estudo também
apresentou, de maneira isolada, associacdo com suscetibilidade para o cancer
de prostata e este parece ser o primeiro relato na literatura. Lavender et al.
(2012) observaram em analise univariada associagdo deste polimorfismo com
reducao da suscetibilidade a doenga em homens americanos de ancestralidade
europeia. Entretanto, nenhum resultado significativo foi visto em analise
multivariada. Resultados negativos também foram vistos por Zhang et al. (2013)
ao investigarem a associagdo deste polimorfismo com suscetibilidade em
desenvolver cancer de pulmao. Porém, Marques et al. (2013) observam que a
presenga do alelo raro (A) em mulheres portuguesas aumentou o risco de

desenvolver carcinoma de célula renal.

A suscetibilidade para o CaP parece ser resposta da influéncia desta
variante (rs1052571) na formacgao defeituosa do apoptossomo, que impede que
a proteina pro-caspase 3 seja clivada e ativada para que possa desempenhar
sua funcéo apoptética (LAVENDER et al., 2012).
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A anadlise estatistica univariada realizada no presente estudo da
combinagao dos polimorfismos dos genes CASP3 com NKX3-1 e CASP9 com
NKX3-1, indicou associacado destas com aumento de risco de CaP em 3,5 vezes.
No entanto, na andlise multivariada ajustada a combinacédo dos polimorfismos
dos genes CASP9 com NKX3.7 ndo se manteve e nova associagao entre SNPs
dos genes BCL-2 com NKX3-1 foi observada com aumento de chance de 3,73

vezes de desenvolver a doenga (Anexo 6).

Além das associagcbes encontradas no presente estudo entre os
polimorfismos e os dados histopatolégicos, foram encontradas associagdes
entre polimorfismos combinados em pares com os mesmos dados. Até o
momento, este parece ser o primeiro estudo demonstrando essas associagdes

em pacientes com CaP.

Os polimorfismos rs2279115 (BCL-2) e rs4647603 (CASP3) quando
combinados demonstraram associacdo com os parametros de estadiamento T3
e T4, extensao extracapsular, bilateralidade e niveis elevados de PSA. A relagao
destes SNPs com um pior prognostico pode ser facilmente explicada, uma vez
que ambos os genes atuam em via apoptotica. Ainda que o SNP em CASP3 nao
tenha sua funcdo completamente esclarecida, parece alterar a transcricdo do
gene (MITTAL et al., 2012; CHEN et al., 2008).

A combinagédo dos SNPs rs2279115 (gene BCL-2) e rs11781886 (gene
NKX3-1) também foi associada com estadiamento T3 e T4, extenséo
extracapsular e bilateralidade. A alteragéo na expresséo do gene BCL-2 causada
pelo polimorfismo estudado altera a regulagdo normal do ciclo celular por
aumentar a expressao da proteina, inibindo a apoptose (NUCKEL et al., 2007).
Por outro lado, o polimorfismo presente em NKX3-1 diminui a expressao da
proteina NKX3-1, reduzindo sua capacidade de supressor tumoral e favorecendo
a sobrevida e proliferagdo celulares (NAKAGAWA et al., 2012; AKAMATSU et
al., 2010).
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Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo indicaram que os SNPs avaliados nos
genes CASP3, CASP9 e NKX3-1 estdo associados com a suscetibilidade em
desenvolver CaP, podendo-se inferir que estes sejam marcadores moleculares
candidatos de suscetibilidade para esta neoplasia. Além disso, a associagao dos
polimorfismos presentes nos genes BCL-2, CASP3 e NKX3-1 com dados
histopatoldgicos demonstrou forte associagdo com pior prognéstico, indicando a
importancia dessas variantes polimorficas na progressao do tumor, e indicando-

0s como marcadores candidatos para prognéstico do cancer de prostata.
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VIl. APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES E CONTROLES

1. Pacientes

Noés, lice Mara de Syllos Cdélus e Marilesia Ferreira de Souza da Universidade
Estadual de Londrina o convidamos para nossa pesquisa e solicitamos sua colaboracao 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 prostata 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, progndéstico e na
terapia de pacientes portadores de cancer de préstata. Assim, solicitamos a sua
colaborag&o como voluntario neste projeto onde vamos avaliar e comparar as semelhangas
e diferengas entre dois grupos de pessoas: sadias e com cancer. Portanto, solicitamos a
sua autorizagao para que uma pequena quantidade de seu sangue (10 ml) seja coletada
via pungao venosa (picada na veia) com seringa e agulha descartaveis. Esclarecemos que

nao havera desconforto fisico adicional para a sua pessoa, além da picada da agulha.

Caso o senhor tenha que realizar prostatectomia (operagao de retirada parcial ou
total da prostata), solicitamos também sua permissdo para que, depois de realizada a
cirurgia e da amostra da sua proéstata ter sido utilizada pelo laboratério do Hospital para
diagndstico, possamos coletar uma pequena amostra deste tecido que nao foi utilizado pelo
Hospital, mas que fica armazenado. Desta forma, a coleta do material para anélise genética
ocorrera somente apds a finalizagdo do seu diagndstico e ndo trara riscos adicionais ao

seu tratamento.

Pedimos sua autorizagdo para que moléculas (DNA, RNA ou proteinas) obtidas a
partir da amostra de sangue e/ou tecido possam ser armazenadas para estudos futuros
no Laboratorio de Mutagénese e Oncogenética da UEL, quando sera solicitada nova
autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UEL para a realizagéo
das pesquisas posteriores. O material obtido ficara armazenado no Laboratério de
Mutagénese e Oncogenética da UEL, sob responsabilidade dos pesquisadores
responsaveis por esta pesquisa. Esclarecemos ainda que a autorizagao para manutencgao

destas amostras € por prazo indeterminado, podendo ser cancelada por aviso escrito a
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responsavel pelo Laboratério de Mutagénese e Oncogenética da Universidade Estadual

de Londrina.

Solicitamos também sua autorizagdo para que possamos consultar seu prontuario
meédico (que fica no Hospital do Cancer de Londrina) e obter alguns dados clinicos.
Solicitamos-lhe o preenchimento de um questionario sobre seu estilo de vida, histérico de
exposi¢cao ocupacional, onde o senhor sera identificado apenas por um cédigo, preservando
sua identidade. Este questionario ficara armazenado no laboratorio de Mutagénese e
Oncogenética da Universidade Estadual de Londrina e somente poderao ter acesso a ele

0s pesquisadores responsaveis por esta pesquisa.

Sua identidade ndo sera 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 participagao é voluntaria, ndo |Ihe trara nenhum gasto e que
o senhor nao tera quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre eventuais resultados
desta pesquisa. Provavelmente os resultados desta pesquisa nao trardo beneficios para a
sua pessoa, mas poderdo contribuir, no futuro, para uma melhora nos testes diagnosticos
e prognosticos, 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 devera assinar este Termo de Consentimento.

Os pesquisadores responsaveis por este estudo lice Mara de Syllos Codlus 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, Laboratério de Mutagenese e
Oncogenética. Sempre que solicitados, estardo a sua disposi¢céo 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.

Prof?. Dr2. lice Mara de Syllos Cdlus Marilesia Ferreira de Souza

Assinatura do pesquisador responsavel Coletor / Entrevistador
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2. Consentimento pos 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 voluntario, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre e
espontanea vontade, autorizando a coleta e o 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 expressao de verdade firmo o presente

termo.

Nome do Voluntario:

RG:

Telefone: ( ) -

Data / /

Assinatura:
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3. Controles

Nés, lice Mara de Syllos Cdélus e Marilesia Ferreira de Souza da Universidade
Estadual de Londrina o convidamos para nossa pesquisa e solicitamos sua colaboracao 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 diagnosticos, prognosticos e terapéuticos”. O objetivo deste estudo é
avaliar alguns fatores genéticos que possam auxiliar no diagnostico, 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 colaboragdo como voluntario neste projeto, como um dos

membros do grupo denominado controles, ou seja, no grupo de pessoas livres de cancer.

Sua participagdo neste projeto € muito importante para nds, uma vez que
necessitamos avaliar e comparar as semelhancas e diferengas entre estes dois grupos
(pessoas sadias e pessoas com cancer). A partir desta comparagao esperamos determinar
quais sdo as caracteristicas genéticas que predominam no grupo dos pacientes e quais s&o
as mais frequentes no grupo dos individuos livres de céncer. Com isto, pretende-se
contribuir para a melhora no prognéstico, diagndstico e na conduta terapéutica para os

pacientes com cancer.

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

além da picada da agulha.

Pedimos sua autorizagdo 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
autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UEL para a realizagéo
das pesquisas posteriores. O material obtido ficara armazenado no Laboratério de
Mutagénese e Oncogenética da UEL, sob responsabilidade dos pesquisadores
responsaveis por esta pesquisa. Esclarecemos ainda que a autorizagao para manutengao
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,
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histérico de exposi¢cado ocupacional, onde o senhor sera identificado apenas por um codigo,
preservando sua identidade. Este questionario ficara armazenado no laboratério 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 sera 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. 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 o senhor nao tera quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre eventuais
resultados desta pesquisa. Provavelmente os resultados desta pesquisa ndo trardo
beneficios para a sua pessoa, mas poderédo contribuir, no futuro, para uma melhora nos
testes diagnosticos 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 lice Mara de Syllos Coélus e Marilesia
Ferreira de Souza, poderao ser contatados pelos telefones 3371-4608, 3371-4191, 9648-
1918 ou no enderecgo rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380, Campus Universitario,
Centro de Ciéncias Bioldgicas, Bloco 11, Laboratério de Mutagenese e Oncogenética.
Sempre que solicitados, estardo a sua disposigcdo para esclarecimento de quaisquer
questodes relacionadas a esta pesquisa. O senhor também podera entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa pelo telefone 3371-2490 ou pelo enderego Rua Robert Koch,

60 — Vila Operaria ou pelo e-mail: cep268@uel.br.

No caso de autorizado, o senhor devera assinar este Termo de Consentimento.

Agradecemos-lhe a valiosa colaboragéo.

Profé. Dr2. lice Mara de Syllos Célus Marilesia Ferreira de Souza

Assinatura do pesquisador responsavel Coletor / Entrevistador
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4. Consentimento pés-informado para controles

Eu,

que fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo sobre os eventuais

, abaixo assinado, declaro

desconfortos que poderei sofrer, assim como sobre os beneficios da pesquisa.
Concordo, portanto, em participar na qualidade de voluntario, do referido
Projeto de Pesquisa, sob livre e espontanea vontade, autorizando a coleta e o
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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VIll. APENDICE 2
QUESTIONARIO PESSOAL

Por favor, leia as questdes seguintes cuidadosamente e responda-as da
forma mais completa e precisa possivel. A informagao que vocé der nao sera
associada a seu nome em nenhum documento publico, e sera conhecida
somente dos principais pesquisadores deste estudo. As informacdes que vocé
der podem ter influéncia direta na interpretacao 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 cédigo sera usado como identificagdo
para as paginas subsequentes. Se for necessario espago adicional para
complementar a sua resposta, por favor escreva no verso da pagina e identifique

a parte restante da questdo com seu respectivo numero.
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Cadigo n°

HISTORICO PESSOAL

1- Registro hospitalar:

2- Sexo: ( ) masculino ( ) feminino

3- Qual a cor da sua pele?

Negro ( ) Branco( ) Amarelo ( ) Outros ( )

4- |dade: Data de Nascimento: / /

5- Local de nascimento: Parana? ( )SIM ( )NAO

Se NAO: Que regi&o brasileira? Norte ( ) Sul( ) Nordeste ( ) Centro-Oeste ( )
Sudeste ( )

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

7- Quanto tempo vive neste local? anos meses
8- Qual o seu grau de instrugao?
( ) analfabeto ( ) 1° grauincompleto ( ) 1°grau completo ( )2°grauincompleto

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

Historico de exposicao relacionado ou nao ao trabalho

9- Vocé ja se expds a alguma destas substancias abaixo em seu trabalho?
Se SIM, por quanto tempo e a quanto tempo foi isso:
Derivados de petroleo (' )sim ( )ndo

(querosene, gasolina, solventes,...)

Tintas/ corantes (' )sim ( )ndo
Industrias téxteis ou tecelagem () sim ( )nado
Praguicidas / Herbicidas ( )sim ( )ndo
Radiacao (' )sim ( )ndo

Metais pesados (Pb, Ni, Cr,...) ( )sim ( )ndo
Processamento de madeira ( )sim ( )ndo

Papel ou celulose ( )sim ( )ndo
Mineragao ( )sim ( )nao
Fabrica de sapatos ou curtume ( )sim ( )ndo
Metalurgica ( )sim ( )ndo

Usina de agucar ou alcool ( )sim ( )néo
Plastico ou borracha ( )sim ( )néo

Outras substancias quimicas ( )sim ( )néo
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10- Se SIM para a pergunta acima: Vocé utilizava equipamentos de protegao individual

para trabalhar com essas substancias quimicas? (mascaras, luvas, oculos, etc.)

a) ( )sim b) ( )ndo
Histérico Tabagista
11- Vocé fuma atualmente? ( )SIM ( )NAO
12- Se SIM, quanto vocé fuma por dia? ( ) menos de ‘2 maco

( ) de meio a 1 mago

() 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) ( )Nao-Destiladas c)( )Outra d)( )Ambas

18-Quanto vocé costuma beber por semana?
( ) nomaximoumcopo ( )de2a5copos ( )de6a10 ( )maisde 10
19- Se ja parou, ha quanto tempo parou de consumir esta bebida?

a)( )0-5anos. b)( )5-10anos. c) ( ) mais 10 anos.

20- Quanto vocé costumava beber por semana?

( )nomaximoumcopo ( )de2a5copos ( )de6a10 ( )maisde 10
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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

( ) Antinflamatério

( ) Analgésicos

(
(
(

) Antipertensivos
) Anabolizantes
)

Outros

23- Vocé toma vitaminas ou tem tomado nos ultimos seis meses?
( )SIM ( )YNAO ( )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- Vocé tem antecedentes de cancer na sua familia? ( ) SIM () NAO

27- Em casos de cancer na familia, qual era o vinculo de parentesco?
()Pai ( )M&e ( )Irmao ( )Filho ( )Tio ( )Primo ( )Outro

28- Qual foi a localizacédo do tumor?
() Prostata () Mama () Bexiga () Outro (qual?)




29 — Vocé ja teve alguma doenga sexualmente transmissivel?

()SIM  ( )NAO

Se sim, qual?

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

30- Vocé segue uma dieta vegetariana? (

31- Vocé come carne? ( ) SIM  ( )NAO

) SIM

( )NAO

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

Dias/Semana

1-2
Carne de gado ()
Peixe
Frango

Porco

~ A~ A~ o~
~— N ~— ~—

Outros

3-4

A~ A~~~
N~ N~ ~—~ ~~—

()

Histoérico genético

33- Vocé possui algum irmao idéntico?

( )SIM

5-6
()

A~ A~~~
~— N~ ~— ~—

( )NAO

Diariamente

84
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VIIl. APENDICE 3

Frequéncias genotipicas e alélicas dos genes BCL-2, CASP3, CASP9, NKX3-1 em pacientes ¢
em seus respectivos controles.

Genes Pacientes com Individuos Valor
(SNP) Genétipos CaP controle OR (IC95%) de
N (%) N (%) p
BCL-2
(rs2279115) CcC 79 (27,9) 75 (26,5) Ref.
CA 138 (48.,8) 130 (45.,9) 1,01 (0,68-1,50) 0,969
AA 66 (23,3) 78 (27,6) 0,80 (0,51-1,27) 0,346
CA+AA 204 (72,1) 208 (73,5) 0,93 (0,64-1,35) 0,706
CASP3
(rs4647603) CcC 206 (72,8) 205 (72,4) Ref.
CT 73 (25,8) 67 (23,7) 1,08 (0,74-1,59) 0,680
TT 4(1,4) 11 (3,9) 0,36 (0,11-1,16) 0,086
CT+TT 77 (27,2) 78 (27,6) 0,98 (0,68-1,42) 0,925
CASP9
(rs1052571) GG 61 (21,6) 68 (24,0) Ref.
GA 151 (53.,4) 132 (46,6) 1,28 (0,84-1,94) 0,253
AA 71 (25,1) 83 (29,3) 0,95 (0,60-1,52) 0,843
GA+AA 221 (78,1) 214 (76,0) 1,12 (0,76-1,67) 0,549
NKX3-1
(rs11781886) TT 135 (47,7) 153 (54,1) Ref.
TC 117 (41,3) 104 (36,7) 1,28 (0,90-1,81) 0,175
CcC 31(11) 26 (9,2) 1,35 (0,76-2,39) 0,301
TC+CC 148 (52,3) 130 (45.,9) 1,29 (0,93-1,79) 0,130

OR (IC95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianga de 95%.
*Valor estatisticamente significativo p < 0.05
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Associagdo entre os gendtipos dos genes BCL-2, CASP3, CASP9, NKX3-1 em pacientes com
cancer de prostata e seus controles.
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Genes Pacientes com Individuos Valor
(SNP) CaP controle OR (IC95%) de p
N (%) N (%)

BCL-2 + CASP3 CC+CC 54 (19,1) 55(19,4) Ref.
CC+CT 24 (8,5) 17 (6,0) 1,44 (0.70-2,97) 0,327
CC+TT 1(0,4) 3(1,1) 0,34 (0,03-3,37) 0,356
CA+CC 105 (37,1) 94 (33,2) 1.14(0,71-1,82) 0,588
CA+CT 32(11,3) 33 (11,7) 0,99 (0,53-1,83) 0,968
CA+TT 1(04) 3(1,1) 0,34 (0,03-3,37) 0,356
AA+CC 47 (16,6) 56 (19,8) 0,86 (0,50-1,47) 0,569
AA+CT 17 (6,0) 17 (6,0) 1,02 (0,47-2,20) 0,963
AA+TT 2(0,7) 5(1,8) 0,41 (0,08-2,19) 0,295

BCL-2 + CASPY9 CC+GG 15 (5,3) 16 (5,7) Ref.
CC+GA 49 (17,3) 36 (12,7) 1,45 (0,64-3,31) 0,376
CC+AA 15 (5,3) 23 (8,1) 0,70 (0,27-1,81) 0,458
GA+GG 31(11) 32(11,3) 1,03 (0,43-2,44) 0,940
CA+GA 73 (25,8) 65 (23,0) 1,20 (0,55-2,61) 0,650
CA+AA 34 (12,0) 33(11,7) 1,09 (0,47-2,58) 0,828
AA+GG 15(5,3) 20 (7,1) 0,80 (0,30-2,11) 0,653
AA+GA 29 (10,2) 31 (11,0) 1,00 (0,42-2,38) 0,996
AA+AA 22 (7,8) 27 (9,5) 0,87 (0,35-2,14) 0,760

OR (IC95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianga de 95%.

*Valor estatisticamente significativo p < 0.05
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BCL-2 +

NKX3-] CCHTT

CC+TC

CC+CC

CA+TT

CA+TC

CA+CC

AA+TT

AA+TC

AA+CC

CASP3 +

NKX3-] CC+TT

CC+TC

CC+CC

CT+TT

CT+TC

CT+CC

TT+TT

TT+TC

TT+CC

CASP9 +

NKX3-1 GGHIT

GG+TC

GG+CC

36 (12,7)
30 (10,6)
13 (4,6)
71 (25,1)
57 (20,1)
10 (3,5)
28 (9,9)
30 (10,6)

8 (2.,8)

101 (35,7)
87 (30,7)
18 (6,4)
34 (12,0)
26 (9,2)
13 (4,6)
0(0,0)
4(1,4)

0 (0,0)

28 (9,9)
23 (8,1)

10 (3,5)

35 (12,4)
32 (11,3)
8 (2.8)
73 (25.8)
46 (15,9)
12 (4,2)
45 (15,9)
27 (9.5)

6(2,1)

109 (38,5)

77 (27.2)
19 (6,7)

39 (13.8)
24 (8,5)
4(1,4)
5(1.8)
3(1,1)

3(1,1)

35(12,4)
22 (7.8)

11 (3,9)

Ref.
0,91 (0,46-1,80)
1,58 (0,58-4,28)
0,95 (0,54-1,67)
1,23 (0,67-2,26)
0,81 (0,31-2,11)
0,61 (0,31-1,17)
1,08 (0,54-2,17)

1,30 (0,41-4,12)

Ref.
1,22 (0,81-1,84)
1,02 (0,51-2,06)
0,94 (0,55-1,60)

1,16 (0,63-2,17)

3,51 (1,11-11,11)

1,44 (0,31-6,59)

Ref.
1,31 (0,61-2,82)

1,14 (0,42-3,06)

0,790

0,368

0,847

0,502

0,667

0,137

0,828

0,660

0,342

0,950

0,823

0,620

0,033*

0,639

0,494

0,800

OR (IC95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianga de 95%.

*Valor estatisticamente significativo p < 0.05
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GA+TT

GA+TC

GA+CC

AA+TT

AA+TC

AA+CC

CASPY +

CASP3 GG+CC

GG+CT

GG+TT

GA+CC

GA+CT

GA+TT

AA+CC

AA+CT

AA+TT

71 (25,1)
66 (23.3)
14 (4,9)
36 (12,7)
28 (9,9)

7(2,5)

43 (15,2)
18 (6,4)
0 (0.,0)

111 (39,2)

37 (13,1)
3(1,1)

52 (18.,4)
18 (6,4)

1(04)

72 (25,4)
55 (19,4)
5(1.8)
46 (16,3)
27 (9,5)

10 (3.5)

45 (15,9)
21(7,1)
3(1,1)

95 (33.6)
31 (11,0)
6(2,1)
65 (23,0)
16 (5,7)

2(0,7)

1,23 (0,68-2,24)
1,50 (0,81-2,78)
3,50 (1,12-10,90)
0,98 (0,51-1,90)
1,30 (0,63-2,68)

0,86 (0,30-2,60)

Ref.
0,94 (0,44-2,01)

1,22 (0,74-2,01)
1,25 (0,66-2,36)
0,52 (0,12-2,23)
0,84 (0,48-1,46)
1,18 (0,53-2,60)

0,52 (0,05-5,98)

0,491

0,194

0,031*

0,948

0,483

0,810

0,878

0,430

0,492

0,381

0,530

0,666

0,602

OR (IC95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianca de 95%.

*Valor estatisticamente significativo p < 0.05
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Associagdo entre os gendtipos dos genes BCL-2, CASP3, CASP9, NKX3-1 em pacientes com
cancer de prostata e seus controles.

Genes Pacientes com Individuos Valor
(SNP) CaP controle OR (IC95%) de p
N (%) N (%)

BCL-2 + CASP3 CC+CC 54 (19,1) 55(19,4) Ref.
CC+CT 24 (8,5) 17 (6,0) 1,69 (0.45-6.28) 0,434
CC+TT 1(0,4) 3(1,1) 0,47 (0,02-11,16) 0,640
CA+CC 105 (37,1) 94 (33,2) 1,80 (0,77-4,22) 0,177
CA+CT 32(11,3) 33 (11,7) 1,34 (0,43-4,15) 0,609
CA+TT 1(04) 3(LD) - -
AA+CC 47 (16,6) 56 (19,8) 0,93 (0,36-2,43) 0,883
AA+CT 17 (6,0) 17 (6,0) 2,31(0,56-9,44) 0,245
AA+TT 2(0,7) 5(1,8) 1,22 (0,03-44,36) 0,914

BCL-2 + CASPY9 CC+GG 15 (5,3) 16 (5,7) Ref.
CC+GA 49 (17,3) 36 (12,7) 0,95 (0,23-3,86) 0,941
CC+AA 15 (5,3) 23 (8,1) 0,63 (0,11-3,60) 0,601
GA+GG 31(11) 32(11,3) 1,14 (0,25-5,25) 0,869
CA+GA 73 (25,8) 65 (23,0) 1,54 (0,40-5,94) 0,531
CA+AA 34 (12,0) 33(11,7) 1,07 (0,23-5,12) 0,931
AA+GG 15(5,3) 20 (7,1) 0,67 (0,13-3,60) 0,640
AA+GA 29 (10,2) 31 (11,0) 1,18 (0,25-5,59) 0,833
AA+AA 22 (7,8) 27 (9,5) 0,94 (0,20-4,35) 0,936

OR (IC95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianga de 95%. Ajustado para histérico
familiar de cancer, historico familiar de cancer de prostata e doenga sexualmente transmissivel.

*Valor estatisticamente significativo p < 0.05
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BCL-2 +

NKX ] CC +TT 36 (12,7) 35 (12,4) Ref.
CC+TC 30 (10,6) 32 (11,3) 0,90 (37-2,16) 0,806
CcC+CC 13 (4,6) 8 (2,8) 3,73 (1,15-12,12)  0,028*
CA+TT 71 (25,1) 73 (25.8) 1,94 (0,91-4,10) 0,081
CA+TC 57 (20,1) 46 (15,9) 1,65 (0,76-3,58) 0,202
CA+CC 10 (3,5) 12 (4,2) 2,32 (0,58-9,25) 0,233
AA+TT 28 (9,9) 45 (15,9) 1,09 (0,47-2,50) 0,843
AA+TC 30 (10,6) 27 (9,5) 1,66 (0,67-4,12) 0,272
AA+CC 8 (2.,8) 6(2,1) 1,22 (0,32-4,64) 0,770

ﬁggf ]+ CC+TT 101 (35,7) 109 (38,5) Ref.
CC+TC 87 (30,7) 77 (27,2) 0,75 (0,53-1,06) 0,100
CC+CC 18 (6,4) 19 (6,7) 1,01 (0,57-1,77) 0,982
CT+TT 34 (12,0) 39 (13,8) 0,68 (0,44-1,07) 0,097
CT+TC 26 (9,2) 24 (8,5) 1,72 (0,93-3,17) 0,082
CT+CC 13 (4,6) 4(1,4) 3,79 (1,49-9,62)  0,005*
TT+TT 0 (0,0) 5(1,8) - -
TT+TC 4(1,4) 3(1,1) 1,35(0,32-5,77) 0,687
TT+CC 0(0,0) 3(1,1) - -

f,;gff ]+ GG+TT 28 (9,9) 35 (12,4) Ref.
GG+TC 23 (8,1) 22 (7.8) 1,65 (0,55-4,98) 0,372
GG+CC 10 (3,5) 11 (3,9) 1,45 (0,35-6,08) 0,609

OR (IC95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianga de 95%. Ajustado para histérico
familiar de cancer, historico familiar de cancer de prostata e doenga sexualmente transmissivel.
*Valor estatisticamente significativo p < 0.05
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GA+TT

GA+TC

GA+CC

AA+TT

AA+TC

AA+CC

CASPY +

CASP3 GG+CC

GG+CT

GG+TT

GA+CC

GA+CT

GA+TT

AA+CC

AA+CT

AA+TT

71 (25,1)
66 (23.3)
14 (4,9)
36 (12,7)
28 (9,9)

7(2,5)

43 (15,2)
18 (6,4)
0 (0.,0)

111 (39,2)

37 (13,1)
3(1,1)

52 (18.,4)
18 (6,4)

1(04)

72 (25,4)
55 (19,4)
5(1.8)
46 (16,3)
27 (9,5)

10 (3.5)

45 (15,9)
21(7,1)
3(1,1)

95 (33.6)
31 (11,0)
6(2,1)
65 (23,0)
16 (5,7)

2(0,7)

1,74 (0,76-3,98)
1,33 (0,59-3,02)
3,35 (0,90-12,53)
1,07 (0,43-2,71)
1,12 (0,39-3,20)

2,04 (0,44-9,50)

Ref.
0,67 (0,26-1,72)

1,03 (0,54-1,95)
2,11 (0,88-5,07)
0,29 (0,04-2,42)
0,77 (0,37-1,61)
0,98 (0,35-2,75)

0,190

0,496

0,072

0,881

0,828

0,362

0,4105

0,928

0,094

0,255

0,490

0,970

OR (IC95%)=Valor da Odds Ratio com intervalo de confianca de 95%. Ajustado para historico
familiar de cancer, historico familiar de cancer de prostata e doenga sexualmente transmissivel.

*Valor estatisticamente significativo p < 0.05
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Xll. ANEXO 1

Universidade PARANA
U= FEsiadual de Londrina SR

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 Célus

__linidadelc')rgéo: CCB - Departamento de Biclogia 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 Resolugio 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS e Resolugdes
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 diagndsticos, prognésticos
e terapéuticos.”

Situacao do Projeto: Aprovado

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

Londrina, 27 de setembro de 2013. .

4 ™~ ,Zé" -

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