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RODRIGUES, Iara Sant’Ana Rodrigues. Andlise das variantes polimorficas CYP1A1*2B,
CYP1B1*2, CYP3A4*1B, GSTM1*0 e GSTT1*0 em pacientes portadores de carcinoma
de proéstata. 2008.111 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

O perfil de morbimortalidade por cincer de prostata tem se alterado nas ultimas décadas,
configurando-se como um sério problema de satde publica mundial. Esta neoplasia é uma
doenca associada com a idade, com pico de incidéncia por volta da sétima década de vida e se
constitui na segunda causa de morte por cancer em homens. Sdo multiplos os fatores que
contribuem para o seu desenvolvimento: dieta, suscetibilidade hereditaria e alteragdes
genéticas adquiridas. Um dos fendmenos relevantes na suscetibilidade herdada é a presenca
de variantes polimorficas em genes envolvidos no metabolismo de drogas, que pode
aumentar, reduzir ou inativar as enzimas por eles codificadas, interferindo no metabolismo de
carcinogenos e¢ hormonios androgenos. Para definir possiveis associagdes com o cancer de
prostata, cinco variantes polimoérficas (CYP1A1*2B, CYP1B1*2, CYP3A4*1B, GSTMI1*0 e
GSTT1*0) foram estudadas em 170 pacientes que passaram por prostatectomia radical com
confirmagao histopatologica da doenca. Foram avaliados também 170 controles com niveis de
PSA normais (<2ng/mL), pareados aos pacientes quanto a idade e habitos tabagista e etilista.
O DNA do sangue periférico foi analisado através de PCR-alelo especifica para os genes
CYPIA1 e CYP1B1, PCR-RFLP para o gene CYP3A4 e PCR-Multiplex para os genes
GSTT1 e GSTMI. O célculo da OR (Odds ratio) e do intervalo de confianca (IC=95%) foi
utilizado no estudo de associacdo e os testes do Qui-Quadrado, Fisher e Mann-Whitney na
avaliacdo dos parametros histopatologicos. O estudo de associagdo caso-controle indicou
auséncia de associacdo positiva ou negativa para as seguintes variantes genéticas estudadas:
CYPI1A1*2B — OR=1,03, IC 95%= 0,64-1,66; GSTM1*0 — OR= 0,64, IC 95%=0,42-0,98;
GSTT1*0 — OR= 1,03, IC 95%=0,64-1,66. A andlise estatistica apontou para uma associa¢ao
positiva significativa das variantes CYP1B1*2 (OR=1,55, IC 95%=0,98-2,47) e CYP3A4*1B
(OR=1,51, IC 95%=0,97-2,37) para o cancer de prostata, estando os resultados no limite da
significAncia. A analise combinada dos genétipos mostrou associagdo positiva significativa
para as combinagdes das variantes CYP1A1*2B, CYP1B1*2 e CYP3A4*1B (OR=2,55, IC
95%=1,08-5,99). A andlise dos parametros histopatologicos com os gendtipos de
suscetibilidade ndo detectou diferencas estatisticamente significativas, exceto em relacdo a
variante CYP1A1*2B para invasdo perineural (p=0,0382), a variante GSTT1*O isoladamente
(p=0,0295) e em combinag¢do com a variante GSTM1*O (p=0,0251) e a combinacdo dessas
duas variantes de fase I com a variante CYP3A4*1B (p=0,0291), mostraram estatisticamente
significativas para grau histologico. Nossos resultados indicaram que algumas variantes
polimorficas analisadas isoladamente ou em combinagdo podem influenciar no
desenvolvimento e na progressao do cancer de prostata.

Palavras chave: CYP1A1l. CYPIBI1. CYP3A4. GSTM1 e¢ GSTT1. Polimorfismo genético.
Cancer de prostata



RODRIGUES, Iara Sant’ Ana Rodrigues. Analysis of polymorphic variants CYP1A1*2B,
CYP1B1*2, CYP3A4*1B, GSTM1*0 and GSTT1*0 in carrying patients of prostate
carcinoma. 2008. 111 f. Dissertation (Master’s degree in Genetics and Molecular Biology) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

The profile of morbidity and mortality for prostate cancer has changed in recent decades, and
become a serious public health problem worldwide. This cancer is a disease associated with
age, with peak incidence around the seventh decade of life and is the second cause of cancer
deaths in men. There are many factors that contribute to its development: diet, inherited
susceptibility and acquired genetic changes. One of the relevant phenomena of the inherited
susceptibility is the presence of polymorphic variants in genes involved in drugs metabolism
that may increase, reduce or inactivate the enzymes encoded by them, interfering with the
metabolism of carcinogens and hormone androgen. To determine possible associations with
prostate cancer, five polymorphic variants (CYP1A1*2B, CYPIB1*2, CYP3A4*IB,
GSTM1*0 and GSTT1*0) were studied in 170 patients who underwent radical prostatectomy
with histopathological confirmation of the disease. We also evaluated 170 controls with
normal PSA levels (<2ng/mL), matched to patients in age and smoking and alcohol habits.
The DNA from peripheral blood was analyzed by PCR-allele specific for the CYP1A1 and
CYPIBI genes, PCR-RFLP for the CYP3A4 gene and Multiplex-PCR for the genes GSTM1
and GSTT1. The OR (odds ratio) and confidence interval (CI = 95%) was used in the study of
association and the Chi-square, Fisher and Mann-Whitney tests for the evaluation of
histopathological parameters. The association case-control study showed absence of positive
or negative association for the following studied genetic variants: CYP1A1*2B — OR = 1.03,
95% CI = 0,64-1,66; GSTM1*0 — OR = 0.64, 95% CI = 0 ,42-0, 98; GSTT1*0 — OR = 1.03,
95% CI = 0,64-1,66). The analysis statistics pointed with respect to significant a positive
association of variants CYP1B1*2 (OR=1,55, IC 95%=0,98-2,47) and CYP3A4*1B
(OR=1,51, IC 95%=0,97-2,37) for the prostate cancer, being the results in the limit of the
significance. The combined analysis of genotypes showed significant positive association for
the combinations of variants CYP1A1*2B, CYPIBI1*2 and CYP3A4*1B (OR=2,55, IC
95%=1,08-5,99). The analysis of histopathological parameters did not detect statistically
significant differences, except in relation variant CYP1A1*2B for perineural invasion
(p=0,0382), variant GSTT1*O separately (p=0,0295) and in combination with variant
GSTM1*0O (p=0,0251) and the combination of these two variants of phase II with variant
CYP3A4*1B (p=0,0291), had shown statistical significant for histologic degree. Our results
had indicated that some separately analyzed polimorfic variants or in combination can
influence in the development and the progression of the prostate cancer.

Keywords: CYP1Al. CYPIB1. CYP3A4. GSTM1 and GSTT1. Polymorphism genetic.
Prostate cancer.
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1 INTRODUCAO

Alteragdes que se acumulam progressivamente no material genético de uma
célula normal podem levar ao aparecimento de um cancer. Uma ou mais alteracdes podem
surgir como conseqiiéncia da exposi¢do a carcindgenos quimicos, como os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e aminas herterociclicas; fisicos, como a radia¢do ionizante € os raios-
X e bioldgicos, como os virus (ALBERTS et al., 2006). Essas modificagdes afetam diferentes
passos nas vias que regulam os processos de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. As
células passam a proliferar de forma anomala, formando uma massa de células desordenadas,
que constitui um tumor (FERREIRA; ROCHA, 2004).

Devido a complexidade e a existéncia de vias alternativas no controle da
proliferacdo celular, é necessaria a ocorréncia de alteragcdes adicionais e sucessivas em
diferentes genes para que haja a formacdo de um tumor maligno. Cada nova alteragdo ¢
acompanhada de uma nova onda de expansdo clonal e, ao final desse processo, surgem uma
ou duas populagdes celulares com grande potencial de crescimento e invasao (FUTREAL et
al., 2001).

Entre as alteragdes genéticas podemos citar as translocacdes
cromossOmicas, amplificagdes génicas e mutagdes de ponto (KNUDSON, 1985) que podem
levar a ativacdo de proto-oncogenes e, assim, a expressdo dos oncogenes comandarda a
proliferacdo anormal das células e a formacdo do tumor (ALBERTS et al., 2006). Alteragdes
genéticas como mutagdes pontuais, perdas alélicas ou metilagdo do DNA podem incidir sobre
os genes supressores de tumor inativando-os e liberando a célula da inibi¢do regulada pelos
mesmos em determinadas fases do ciclo celular (pontos de checagem), levando a proliferacao
desordenada, caracteristica da célula cancerosa (WEINBERG, 1992).

Genes polimérficos que codificam enzimas envolvidas no metabolismo de
carcinogenos, como os da superfamilia do Citocromo P450 (CYPs) e das Glutationa S-
transferases (GSTs) influenciam diretamente na resposta individual aos agentes
carcinogénicos quimicos, ja que alelos diferentes condicionam fendtipos com maior ou menor
capacidade de metabolizagdo, tanto na biossintese (genes da fase I), como na degradacao
(genes da fase II) de carcindgenos. Por causar possiveis efeitos na fun¢do da proteina ou em
sua expressao, pode-se admitir que a presenga de variantes polimorficas nos genes envolvidos

no metabolismo de carcindgenos, no reparo do DNA e no controle do ciclo celular poderia



15

tornar os individuos mais suscetiveis ao desenvolvimento de tumores (PERERA, 1997).
Portanto, o desenvolvimento de cancer dependera de uma série de fatores, entre eles, o tempo

e a intensidade da exposicdo a carcindgenos e a suscetibilidade genética do individuo.

1.1 CARCINOMA DE PROSTATA

A prostata ¢ um orgdo solido, pesando cerca de 20 gramas, constituido de
elementos fibrosos, glandulares, musculares e vasculares, que envolve a uretra masculina,
entre a bexiga e o diafragma vesical. A glandula prostatica se une a sinfise pubica pelo
ligamento puboprostatico e ¢ separada do reto, posteriormente, pelo septo retrovesical (ou
fascia de Denovillier), o qual se liga acima pelo peritonio e abaixo pelo diafragma urogenital.
Na extensdo postero-superior da prostata localizam-se as vesiculas seminais € os ductos
deferentes, enquanto que na face anterior, encontra-se o complexo venoso dorsal
(SALVAJOLI et al., 1999).

Este 6rgdo pode ser dividido em grupos glandulares internos e externos.
Fazem parte do grupo glandular interno as glandulas mucosas e as submucosas e, do externo,
as glandulas externas ou prostaticas propriamente ditas. H4 ainda uma outra designagdo
topografica em trés zonas: a zona de transicdo corresponde a regido que envolve a uretra
proximal; a zona central, a por¢do que acompanha os ductos ejaculadores; e a zona periférica,
a parte que envolve a uretra distal e que corresponde a regido apical da prostata
(BRASILEIRO, 2006).

Na glandula prostatica ha dois processos patoldgicos distintos: hiperplasia
nodular da prostata (HNP), que consiste no crescimento nodular na zona de transi¢ao
resultante da proliferagao nao-neoplésica do estroma e das glandulas mucosas e submucosas
(BRASILEIRO, 2006), acometendo quase 90% dos homens apds os 40 anos (UNIFESP,
2008); e o cancer de prostata, neoplasia maligna constituida pela proliferagao de células epiteliais
dos acinos e/ou ductos prostaticos (BRASILEIRO, 2006), que ocorre associado ou ndo ao
crescimento benigno (CONFORTI-FROES et al., 2002).

O carcinoma prostatico ¢ o mais freqiiente tumor solido diagnosticado no
sexo masculino (20% dos casos) (GOMES, 1997), sendo a segunda causa principal de morte
por cancer em homens (PLASKON et al., 2003). E uma doenca de homens idosos, com pico

de incidéncia e mortalidade por volta da sétima década de vida, mas com caracteristicas de
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um tumor heterogéneo de crescimento lento, porém continuo, que leva 20 anos ou mais para
se desenvolver de uma lesdo focal até uma neoplasia maligna invasiva (POLLOCK et al.,
2006).

Na maioria dos casos (70%), este tumor origina-se na zona periférica da
prostata, geralmente ¢ multifocal, o que facilita a sua palpacdo durante o exame do toque
retal. Tipicamente, as lesdes iniciais consistem em focos arenosos, firmes e pouco
demarcados. Os casos localmente invasivos podem infiltrar as vesiculas seminais e a bexiga.
Ocorrem metastases linfaticas, inicialmente nos linfonodos obturadores, seguidas de
disseminagdo para os linfonodos perivesicais, hipogastricos, iliacos, pré-sacrais e para-
aorticos, ¢ mestastases Osseas atingindo especialmente ossos da pelve e das vértebras
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA, 2003). Esta localizagdo preferencial para os
ossos da pelve e das vértebras pode ser explicada pela disseminacado linfatica, a hematogénica,
que ocorre por meio do plexo venoso vertebral, e pelas vias usuais linfaticas e venosas
(SERAFINI, 2001).

Quanto ao comportamento bioldgico, este tumor ¢ classificado nos seguintes
tipos: (i) carcinoma clinico, que apresenta manifestacdes locais e € suspeito por achados
clinicos; (ii) carcinoma latente (dormente ou indolente), que é apenas histologico, muito
pequeno e pode ser encontrado em autopsias, em resseccdo transuretral (RTU) ou
prostatectomia aberta para tratamento de HNP e em biopsias de agulha; (iii) e carcinoma
oculto, que corresponde ao carcinoma clinico, cujas manifestagdes decorrem das metastases e
nao do crescimento local da neoplasia (BRASILEIRO, 2006).

Na carcinogénese prostatica ocorre uma sucessao de fendmenos: surgem as
lesdes pré-cancerosas (NIP= neoplasia intra-epitelial prostatica); aparecimento do carcinoma
histologico em cerca de 25%-30% dos homens acima de 40 anos de idade e progressdo para o
carcinoma clinico. Ao longo dessa seqiiéncia atuam multiplos fatores (carcindgenos

ambientais, idade, etnia, hormonios e constitui¢ao genética) (BRASILEIRO, 2006).

1.1.1 Epidemiologia e Fatores de Risco

O perfil de morbimortalidade por cancer de prostata tem se alterado nas
ultimas décadas, configurando-se atualmente como um dos mais sérios problemas de saude

publica mundial (POLLOCK et al., 2006). A American Cancer Society (2008) estimou que
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durante 2008 aproximadamente 186.320 novos casos de cancer de prostata seriam
diagnosticados nos Estados Unidos. No Brasil, o valor bruto de novos casos diagnosticados
estimado para 2008 foi de 49.530 para 100 mil homens (INCA, 2008).

Ainda segundo dados do INCA, a incidéncia de cancer de prostata sofreu
um aumento progressivo, observand-se crescimento de mais de 100% em algumas regides
brasileiras. Isto se deve as novas metodologias de deteccao precoce da doencga, especialmente
através do exame do antigeno prostatico especifico (PSA), aplicado sob a forma de triagem
populacional e a0 aumento na expectativa de vida do brasileiro (INCA, 2008).

Fatores de risco para esta doenca permanecem desconhecidos. Porém, dados
clinicos e epidemiologicos sugerem que o desenvolvimento do cancer de prostata ¢ um
processo multifatorial, dependente da intera¢do de fatores genéticos e ambientais (ROBBINS
etal., 2001).

Antecedentes familiares tém particular importancia, pois elevam o risco em
trés vezes ou mais para os descendentes (CARTER et al., 1990; CRAWFORD, 2003).
Existem familias em que a incidéncia ¢ muito superior aos valores da populagdo em geral. Os
individuos com um parente em primeiro grau com a doenga t€ém um risco 2,2 vezes superior a
populacdo em geral. Este risco duplica se existirem dois parentes desse mesmo grau. O fator
genético de suscetibilidade parece responder por 13% dos canceres de prostata registrados
(POLLOCK et al., 2000).

Quanto aos fatores ambientais, existem muitas relagdes possiveis, entre as
quais, o contato com carcindgenos quimicos como, fertilizantes, ferro, cromo, cadmio,
borracha e chumbo (MULTIGNER et al., 2008). Dietas ricas em gordura animal podem
aumentar as taxas de androgénios e relacionarem-se com o aumento dos tumores da prostata
(CRAWFORD, 2003; GOMES et al., 2006), ao contrario da gordura vegetal e dos frutos do
mar, que apresentam potencial de prote¢do em relacao a incidéncia deste cancer (COHEN et
al., 2000; CRAWFORD, 2003; CHAN et al., 2005).

De acordo com Isaacs (1983), a idade ¢ um importante fator de risco para o
desenvolvimento de cincer de prdstata, pois a partir dos cinqilienta anos aumenta a incidéncia,
tanto do adenocarcinoma na forma histologica (latente), quanto do carcinoma clinico.
Entretanto, o achado histologico ndo indica necessariamente a manifestagdo clinica da
neoplasia, uma vez que em cada dez canceres histologicamente diagnosticados, um nao
progredira (ISAACS, 1983). A probabilidade de desenvolver cancer de prdstata aumenta

0,005% entre individuos com idade menor que 39 anos a 2,2% (1 em 45) para idades entre 40
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a 59 anos e 13,7% (1 em 7) para idades entre 60 a 79 anos (CRAWFORD, 2003;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2008).

Pollock et al. (2006) afirmam que a incidéncia de cancer de prostata clinico
e sua mortalidade sio baixas na Asia e altas na Europa e na América do Norte, tendo a
América Latina e o sul da Europa taxas intermediarias. Estudos epidemiol6gicos mostraram
que a doenca ¢ aproximadamente 60% mais alta na populacdo negra americana do que em
brancos. A incidéncia do cancer clinico ¢ cerca de oito vezes menor na populagdo chinesa e
japonesa do que em caucasianos norte-americanos (WHITTEMORE et al., 1999). Contudo
ndo se observa esta diferenca em relagdo a freqiiéncia do carcinoma de prostata
histopatologico (AKAZAKI; STEMMERNONN, 1973). Cantrell et al. (1981) observaram
que a freqiiéncia do cancer histoldgico sofre influéncia da idade, mas ndo da etnia, sendo
possivel que na sua génese (iniciagdo) haja influéncia de carcindgenos encontrados
universalmente e que esses teriam seu efeito potencializado com o aumento da idade. Na fase
de promog¢ao da neoplasia o desenvolvimento do carcinoma clinico seria influenciado pelo
fator étnico e por eventuais novos carcindgenos aos quais o paciente estaria exposto.
Sommerkamp et al. (1990) observaram um aumento da freqiiéncia do cancer de prostata
clinico em japoneses que migraram e residiam nos Estados Unidos, se igualando com a
incidéncia dos norte-americanos. Tais achados sdo indicativos de que fatores ambientais ou
dietéticos sdo também responsaveis pelo fendmeno (SOMMERKAMP et al., 1990).

No Brasil os dados de incidéncias de cancer de préstata ndo estdo definidos.
Segundo o INCA, observam-se as mais altas taxas de incidéncia no Rio Grande do Sul,
Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul, que sdo atribuidas a fatores de risco

étnicos e ambientais dessas populagdes (Figural).
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Homens

53,57 a 80,63
42,62 a 53,56
28,47 a 42,61
15,61 a 28,46

Figura 1 — Incidéncias de cancer de prostata por 100.000 homens, estimadas para o ano 2008,
segundo a Unidade da Federacgao.
Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2008)

Outro fator de risco importante ¢ a influéncia hormonal. A glandula
prostatica cresce e funciona dentro de um ambiente multi hormonal, respondendo a uma
variedade de fatores reguladores de seu crescimento, como hormoénios esteroides, androgenos,
estrogenos e glucocorticdides (POLLOCK et al., 2006). Homens que passaram por castragao
antes da puberdade e com anormalidades na metaboliza¢do de andrégenos ndo desenvolvem
cancer de prostata (HAAS; SAKR, 1997). Portanto, a exposi¢do continua a androgenos,
metabolitos de androgenos, e outros fatores fisioldgicos, podem também desempenhar algum
papel na predisposi¢ao dos homens ao desenvolvimento do cancer de prostata (COUGHLIN;

HALL, 2002).

1.1.2 Diagnostico e Estadiamento

Atualmente, para diagnosticar o cancer de prostata sdo realizados trés
exames: o exame clinico (toque retal), que busca zonas de enrijecimento na prostata ou a
assimetria da glandula; o exame dos niveis séricos do PSA, que determina a concentragdo de

um marcador naoespecifico para o cancer de prostata, mas que proporciona uma medi¢cdo do
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aumento do volume da prostata ou da progressdao da doenga e o ultra-som transretal (UTR),
que ¢ capaz de demonstrar lesdes que produzem pouco eco no sonograma da prostata
(POLLOCK et al., 2006; INCA, 2008). Nenhum dos trés testes tem alta sensibilidade para a
detec¢do do cancer em estidgio precoce. A utilizacdo dos exames de toque retal e de PSA
oferece uma combinagdo confiavel que define, com bastante eficacia, o grau de risco ¢ a
necessidade de realizar uma bidpsia para confirmar o diagnéstico (KAISARY et al., 1999).

A grande maioria dos canceres de prostata ¢ adenocarcinoma de natureza
heterogénea. O grau de diferenciacdo, o estagio da doenga no momento do diagnostico, as
margens cirargicas ¢ a dosagem do nivel do PSA s3o reconhecidos como fatores prognosticos
de importancia comprovada, que predizem a evolucdo da doenga, tanto a localizada quanto a
metastatica. Sob o ponto de vista histologico, as neoplasias prostaticas sdo classificadas em
funcdo do grau de diferenciacdo celular e padrio de crescimento em relagdo ao estroma
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA, 2003; KOKENY et al., 1998). Existem
varios sistemas de graduagdo histologica que apresentam dificuldades de aceite. Seja por
problemas de reprodutibilidade inter e intra-observadas ou pelo fato de os sistemas de
graduacdo ndo se aplicarem aos casos individuais (MOSTOFI et al., 1992). O sistema
Gleason ¢ o mais utilizado e aceito atualmente devido a alta correlagdo com progndstico e
relativa simplicidade (GLEASON, 1990). A escala de graduag¢do do cancer da prostata varia
de 1 a5, com o grau 1 sendo a forma menos agressiva. As caracteristicas dos diferentes graus
de Gleason sdo: Grau 1 — As células sdo geralmente uniformes e pequenas e formam
glandulas regulares, com pouca variagdo de tamanho e forma, com bordos bem definidos,
densamente agrupadas, distribuidas homogeneamente e com muito pouco estroma entre si;
Grau 2 — As células variam mais em tamanho e forma e as glandulas, ainda uniformes,
mostram-se frouxamente agrupadas e com bordos irregulares; Grau 3 — As células variam
ainda mais em tamanho e forma, constituindo glandulas muito pequenas, uniformes,
anguladas ou alongadas, individualizadas e anarquicamente espalhadas pelo estroma. Podem
formar também massas fusiformes ou papiliferas, com bordas lisas; Grau 4 - Muitas das
células estdo fusionadas em grandes massas amorfas ou formando glandulas irregulares, que
sdo distribuidas anarquicamente, exibindo infiltragdo irregular e invadindo os tecidos
adjacentes; e Grau 5 — Tumor anaplésico, apresentando a maioria das células agrupadas em
grandes massas que invadem os 0rgdos e tecidos vizinhos. As massas de células podem exibir
necrose central, com padrdo de comedocarcinoma (Figura 2). Muitas vezes, a diferenciacao
glandular pode ndo existir: padrdo de crescimento infiltrativo tipo cordonal ou de células

soltas (BIBLIOTECA VIRTUAL EM SAUDE, 2008).
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Para se obter o escore total da classificagdo de Gleason, que varia de 2 a 10,
¢ realizada a somatoria dos dois graus histopatologicos, considerando o padrao predominante
e o padrdo secundario da neoplasia (Figura 2). Os tumores e graus entre 2 e 4 incluem
adenocarcinomas bem diferenciado, os graus entre 5 e 6 correspondem em adenocarcinomas
moderadamente diferenciados e os graus entre 7 ¢ 10 abrangem lesdes pouco diferenciadas
(Tabela 1). Quanto mais baixo o escore de Gleason, melhor serd o progndstico do paciente
(INCA, 2008). Figura 2-Graduag¢ao histologica no sistema de Gleason. Grau pouco severo de
cancer de prostata (2 esquerda), com estrutura glandular relativamente organizada e
diferenciada. Nos graus mais altos, estrutura glandular indiferenciada. FONTE: Pittsburgh

Supercomputing Center (PSC), 2008.

Graduacao Histologica

Mais Mais
diferenciadas Indiferenciadas

Gleason

2 a 4 - Bem diferenciados
5 a 7 - Moderadamente diferenciados
5) 8 a 10 - Indiferenciados

Figura 2 — Graduacao histologica no sistema de Gleason. Grau pouco severo de cancer de
prostata (a esquerda), com estrutura glandular relativamente organizada e
diferenciada. Nos graus mais altos, estrutura glandular indiferenciada.

Fonte: Pittsburgh Supercomputing Center (PSC), 2008.

A extensdo inicial da neoplasia também se relaciona com o prognostico e,
neste sentido, o estadiamento ¢ realizado pelo padrdo TNM (T, indicando a expansdo do
tumor, N, o comprometimento dos linfonodos e M, o aparecimento de metastases) da
American Urologic Association (AUA) (Tabela 1). A classificagdo T abrange uma ampla

variedade de tumores, desde a categoria Tla, um cancer pequeno, bem diferenciado, que
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normalmente nao progride, até os tumores T1b, com volumes maiores e diferenciagdo menor,
cuja progressao média ¢ 4,7 anos. A categoria Tlc classifica todos os tumores nao palpaveis
no exame de toque retal e ndo visiveis no ultra-som transretal, mas que costumam ser
detectados por biopsia confirmatoria depois do estabelecimento de um nivel anormal de PSA
sérico (SOBIN; WITTKIND, 2002).

O estadiamento pode ser clinico e patologico, sendo o estadiamento clinico
estabelecido a partir dos dados do exame fisico, dos exames radiologicos e laboratoriais e
estadiamento patoldgico baseia-se nos achados cirtirgicos € no exame anatomopatologico da
peca operatoria. Este estadiamento ¢ estabelecido apos tratamento cirirgico e determina a
extensdo da doenga com maior precisdo. O estadiamento patologico pode ou nao coincidir

com o estadiamento clinico e ndo ¢ aplicavel a todos os tumores (INCA, 2008).



Tabela 1 — Sistema de estadiamento TNM para tumores confinados a prostata, proposto

pela AJCC/UICC (American Joint Committee on Cancer/International Union
Against Cancer, 2002).
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Tumor Primario (T)

= -
TO -
TL -

T3 -

T4 -

Tumeor primario ndo pode ser avaliado

Nio ha evidéncia de tumor primario

Tumor € um achado histologico incidental, ndo € palpavel ao toque retal ou

visualizado por técnicas de imagenologia

Tla - tumeorem 5% oumenos do tecido ressecado

Tib - tumeor em mais de 5% do tecido ressecado

Tlc - tumor identificado em biépsia por agulha (PSA elevado. porém tumor nio palpavel ao toque
e ndo visualizado em ultra-sonografia)

Tumor limitado 4 prostata

T2a - tumor compromete até metade de 1 lobo, ou menos

T2b - tumor compromete mais da metade de 1 lobo. porém nio ambos os lobos
T2c - tumor compromete ambos os lobos

Tumor se estende além da capsula prostitica

T3a - extensio extra-capsular (unilateral ou bilateral)

T3b - tumor invade vesicula(s) seminal(is)
Tumor esta fixo ou invade estruturas adjacentes outras que nio a vesicula
semunal: colo vesical, esfincter externo, reto, musculos elevadores ou parede pélvica

Linfonodos Regionais (N)

NX -
N0 -
N1 -

Linfonodos regionais nio podem ser avaliados
Auséncia de metastases em linfonodos regionais
Metastase (s) em linfonodo(s) regional (ais)

N1 (o) micrometistases de até 0.2cm

Metastases a Distancia (M)

MX -
MO -
M1 -

Presenga de metastases 4 distincia nio pode ser avaliada
Auséncia de metastases a distancia

Metastases a distancia

Mla - linfonodo(s) nio-regional(ais)

M1b - ossols)

Milc - outra (s) localizacio (Ges)

Outro parametro de prognostico ¢ representado pelo volume da lesdo

3

primaria. Quando tal lesdo tem menos que 3 ou 4 cm , a incidéncia de metéstases ¢ nula e nos

3

pacientes com lesdes superiores a 12 cm freqiientemente existem metastases (KLEIN, 1998).

Para o diagnoéstico de cancer de prostata ter validade clinica € necessario que

o estadiamento e a avaliacdo dos fatores prognosticos sejam realizados de forma adequada.

Hoje ndo existe um indice prognostico infalivel, mas as avaliagdes do grau, do estagio, do

volume do tumor e do nivel sérico de PSA oferecem precisdo suficiente para permitir a

tomada de decisdes quanto ao tratamento (POLLOCK et al., 2006).
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1.1.3 Tratamento

O tratamento do cancer de prostata ¢ influenciado primeiramente pelo estagio
da doenga (ROBBINS et al., 2001). Quando o tumor ¢ detectado precocemente, ¢ mais provavel
que este tenha uma localizagdo regional e, conseqiientemente, um maior potencial de cura
(RIPPLE; WILDING, 1999). A doenca localizada perceptivel, até os tumores confinados de graus
elevados sdo tratdveis, seja pela cirurgia, pela radioterapia, pela braquioterapia ou por outros
tratamentos baseados no congelamento (criocirurgia) ou no aquecimento (ultra-som focalizado de
alta intensidade) (POLLOCK et al., 2006). A cirurgia implica em prostatectomia total,
normalmente com a ressec¢do de todo o tecido prostatico, enquanto a radiagdo e os outros
procedimentos visam destruir o tumor sem eliminar todo o tecido prostatico (KAISARY et al.,
1999).

Na doenga avangada, ainda se tenta o tratamento com a radioterapia, depois de
um ciclo de tratamento hormonal neoadjuvante, mas a doenca metastatica indica doenca
inquestionavelmente incurdvel. O tratamento hormonal, com antiandrogénicos (Acetato de
ciproterona a 300mg/d, Flutamida a 750mg/d, Nilutamida a 300mg/d e Bicalutamida a 150mg/d),
estrogenos, progestagenos, preparados de agdo retardada do antiandrogénio LHRH, pode retardar
a progressao da doenca, pois reduz os niveis da testosterona circulante no plasma ou bloqueia a
acdo do dihidrotestosterona (DHT) dentro das células neoplasicas de prostata. Entretanto, os
canceres em estagio terminal sdo resistentes aos hormonios, o que resulta em doenca debilitante e
morte em 1 ou 2 anos (POLLOCK et al., 2006). A escolha do tratamento adequado deve ser

individualizada e definida, apds a discussdo dos riscos e beneficios do mesmo (INCA, 2008).

1.2 SUSCETIBILIDADE GENETICA AO CANCER

Ha cerca de 15 anos a suscetibilidade genética ao cancer era atribuida
principalmente ao nivel de exposi¢do aos carcindogenos (WEINBERG, 1992). Atualmente
acreditase que o longo processo que conduz ao cancer, a partir da exposicdo, estd sujeito a
variagdes individuais que, por sua vez, estdo sob o controle genético (ROSSIT et al., 1999). O
polimorfismo genético ¢ o traco mendeliano existente em uma populacdo em, no minimo, dois

fendtipos (ou seja, variantes alélicas de um mesmo locus génico), nenhum dos quais
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ocorrendo em freqiiéncia menor que 1% (COUGHLIN; HALL, 2002). O tipo mais comum de
polimorfismo ¢ a substituicdo de um unico nucleotideo (em inglés, single nucleotide
polymorphism ou SNP). Essas variantes alélicas podem atuar como marcadores genéticos, ja
que afetam a expressdo ou a atividade catalitica de inumeras enzimas em diferentes
mecanismos moleculares e sdo transmitidas para a proxima geracao (WOGAN, 1992).

Marcadores genéticos podem ser definidos como método, estrutura ou
processo que se encontra na via causal, ou intimamente ligado a esta, no momento da
exposicdo ao carcinogeno (BARTSCH, 2000). De acordo com o Conselho Norte Americano
de Pesquisa, apud Louro et al. (2002), sdo encontradas trés categorias de marcadores
disponiveis para os estudos em sistemas biologicos: marcadores de exposi¢cdo, que fornecem
informagdes sobre a quantidade de xenobidticos a que os individuos estdo expostos
(detectados na urina, plasma, saliva, etc); marcadores de efeito, que indicam a presenga da
doenca ou de sinais pré-clinicos da mesma, representando momentos isolados do processo,
que podem ser qualitativa ou quantitativamente avaliados (aberragdes cromossdmicas, status
hormonais alterados e mutacdes em proto-oncogenes e genes supressores de tumor); e
marcadores de suscetibilidade, que indicam individuos ou populagdes com diferencas
bioldgicas capazes de alterar a resposta do organismo a agentes ambientais (absor¢ao
diferencial de micronutrientes e os polimorfismos nos genes de reparo € do biometabolismo).

Assim, um tipo relevante de marcador de suscetibilidade esta relacionado a
presenca de polimorfismos nos genes que codificam enzimas cujas modificacdes podem
aumentar ou diminuir a capacidade de substincias mutagénicas/carcinogénicas, como 0s
xenobioticos (compostos quimicos estranhos a um organismo ou sistema bioldgico), de
interagirem com DNA, RNA ou proteinas (GUENGUERICH, 2000).

Portanto, a presenca de polimorfismos genéticos nos genes codificadores de
enzimas metabolizadoras de xenobidticos confere uma maior suscetibilidade ao

desenvolvimento de tumores (DONG, 2006).

1.2.1 Metabolizagao de Xenobidticos

Viérios carcindgenos do ambiente podem ser ativados e/ou detoxificados por

enzimas metabolizadoras de drogas. O sistema de metabolizagdo xenobidtica humano
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compreende duas classes de enzimas, as de metabolismo oxidativo mediado ou de Fase I e as
enzimas conjugadas ou de Fase II (FERREIRA; ROCHA, 2004).

As enzimas da Fase I, constituidas pelos citocromos P450 (CYPs), catalisam
alteracdes primdrias na molécula, por meio de reagdes de hidrolise, reducdo e oxidagdo, e

introduzem ou expdem um grupo funcional quimicamente reativo (-OH, 'NHz’ -SH ou -

COOH) na molécula do xenobidtico. Os principais CYPs humanos que metabolizam agentes
carcinogénicos sao CYP1A1, CYP1A2, CYP1IBI1, CYP2A6, CYP2E1, CYP3A4 ¢ CYP3AS
(PARKINSON, 2001; FERREIRA; ROCHA, 2004).

As enzimas da fase II sdo representadas pelas Glutationa S-transferases
(GSTs), UDP-glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATs). Essas enzimas sao
responsaveis por reagcdes de conjugacao, onde sdo adicionados ao substrato grupamentos
altamente polares, como radicais glucoronideos, acetil, metil, sulfatos ou aminoacidos
(OBLIGACION et al., 2005), que tem como objetivo final aumentar a solubilidade em agua
dos compostos, facilitando sua excre¢do do organismo. As GSTs também modulam a indugao
de outras enzimas e proteinas importantes para a manutengdo das funcdes celulares, como o
reparo a danos no DNA.

Portanto, deficiéncia destas enzimas pode ser um fator de risco para o
cancer, por proporcionar sensibilidade aumentada a varios carcinégenos (FERREIRA;
ROCHA, 2004).

Normalmente a seqiiéncia tipica ¢ a Fase Il sucedendo a Fase I, porém, caso
0 xenobidtico possua grupos funcionais adequados, a conjugagcdo pode ocorrer sem ser
precedida pela Fase I e, em alguns casos excepcionais, produtos conjugados de fase Il podem
ser substratos para reagoes catalisadas pelas enzimas de Fase I (PARKINSON, 2001).

Os estudos do tipo caso-controle das freqiiéncias dos genes do
biometabolismo envolvem o uso de controles pareados em relagdo ao sexo, etnia e alguns
habitos relacionados com o estilo de vida do paciente. Vdarias pesquisas descreveram as
freqiiéncias de genes do biometabolismo em populagdes-controles de distintas regides
brasileiras (ROSSIT et al., 1999; HATAGIMA et al., 2000), incluindo o Parana (D’ARCE;
COLUS, 2000; LOSIGUEMBAROVSKI et al., 2002).

Esses dados s3o muito importantes, pois segundo Conforti-Froes et al.
(1998), o melhor entendimento da associacdo entre cancer, suscetibilidade herdada e

exposicdes ambientais em determinada regido geografica, depende da distribuicdo na
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populagdo em geral de variantes alélicas polimorficas envolvidas em diferentes processos,

como metaboliza¢ao de xenobidticos e reparo a danos do DNA.

1.2.1.1 Enzimas de fase I: familia citocromo P450

As enzimas que compdem o sistema Citocromo P450 (CYP) sdo as mais
importantes dentre as envolvidas nas reagdes da Fase I da biotransformacao de xenobidticos
lipofilicos, acidos graxos, vitaminas, prostaglandinas, aminas, feromonios, esterdides e
metabolitos vegetais (WOLF, 1986). Essas enzimas, juntamente com a NADPH citocromo
redutase e citocromo b5 redutase, constituem o sistema citocromo P450. Neste sistema, o
citocromo P450 ¢ a enzima terminal, com afinidade aos diversos substratos, enquanto a
NADPH citocromo P450 redutase ¢ a enzima intermediaria, responsavel pela transferéncia de
elétrons provenientes da fonte geradora, o NADPH, para
o citocromo P450. O citocromo b5 acompanha o citocromo P450 e funciona como uma via
alternativa na transferéncia de elétrons da fonte para o citocromo P450 (OGA, 2003).

O complexo citocromo P450 esta altamente distribuido em animais, plantas
e protistas (BLACK; COON, 1986) e existe na natureza desde antes da separagdo dos
organismos em eucariontes e procariontes (LADERO et al., 1998). Nos mamiferos, esta
presente em todos os tecidos, embora em maior abundancia no tecido hepatico. Ao nivel
celular ¢ encontrado predominantemente no reticulo endoplasmatico e nas mitocondrias e
calcula-se que estejam funcionalmente presentes mais de 200 dessas proteinas (NEBERT;
DALTON, 2006). Os substratos para o CYP450 incluem vitaminas, esteroides, acidos graxos,
prostaglandinas, aminas e xenobidticos, tais como drogas (antibidticos), carcindgenos
ambientais, antioxidantes, solventes, anestésicos, corantes, pesticidas, produtos derivados de
petrdleo, alcodis, entre outros (OBLIGACION et al., 2005).

As isoenzimas P450 sdo divididas em familias, com base em sua relagao
evolutiva determinada pelo grau de homologia de genes individuais e, conseqiientemente, pela
composi¢do dos aminoacidos nas proteinas. A maioria dos genes da superfamilia P450
(CYPs) sdo polimorficos, incluindo um grande niimero de pseudogenes. A distribuigao
interindividual das formas de P450 ¢ surpreendentemente diferente, desse modo, véarios
polimorfismos podem ser a provavel conseqiiéncia da adaptacdo alimentar de diferentes

populagdes no mundo (INGELMANSUNDBERG, 2001).
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Os polimorfismos nos genes CYP podem originar enzimas sem atividade,
ou com atividade reduzida, alterada ou aumentada. Os alelos que originam enzimas sem
atividade frequentemente apresentam delecdo completa do gene, mas também existem alelos
defeituosos, com mutagdes que provocam alteragdes de “splicing”, cddons de parada,
anulacdo de sitios “start” transcricionais ou mudancas deletérias em aminoacidos. Em adigao,
podem ocorrer mutagdes em sitios de reconhecimento de substratos, originando a sintese de
enzimas com especificidades alteradas. Dessa forma, os polimorfismos nos genes CYP
influenciam a capacidade dos individuos de converter diferentes compostos pro-
carcinogénicos em carcinogé€nicos e, assim, ser o principal fator para a suscetibilidade do
individuo ao desenvolvimento de cancer induzido quimicamente. Os CYPs mais importantes
na ativacdo de pro-carcindgenos sdo CYP1Al, 1A2, 1BI1, 2D6, 2E1 e 3A4 (INGELMAN-
SUNDBERG, 2001).

1.2.1.1.1 Gene CYP1AI

No homem, o gene CYP1A1 estd mapeado em 15q22-q24 (HILDEBRAND
et al., 1985) e consiste em 7 éxons e 6 introns (EVANS, 1993). Foram descritos 15 SNPs que
caracterizam as variantes alélicas: *1A, *1B, *1C, *2A, *2B, *2C, *3, *4, *5, *6, *7, *§, *9,
*10, *11, sendo os polimorfismos mais estudados: Mspl (*2A) e
o que leva a troca de aminoacidos Ile-Val (*2B) (KAWAIJIRI, 1999).

O produto do gene CYP1AIl ¢ o hidrocarboneto de aril hidrolase, que ¢
responsavel pela oxidacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) em produtos
fenolicos e epoxidos (ROSSIT; FROES, 2002). O gene ¢ induzido por substancias tais como a
dioxina e os PAHs. A presenca de polimorfismos no dominio catalitico ou nos reguladores do
CYPIAI, nos genes do receptor do aril hidrocarbono (AhR), ou na proteina que transporta o
receptor tem se mostrado como importantes biomarcadores por estarem envolvidos na
inducdo deste gene (PAVANELLO; CLONFERO, 2000).

O polimorfismo abordado neste estudo trata-se de uma mutacao de ponto
A 288077 1 exon 7 de CYPIAI (HAYASHI et al., 1991). Tal mutacio leva &
substituicdo do aminoacido isoleucina (Ile) por valina (Val) no residuo 462, resultando em

dois gendtipos homozigotos (A/A e G/G) e um heterozigoto (A/G). A presenga do gendtipo
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raro (G/G) confere um aumento de pelo menos trés vezes na atividade catalitica da enzima
(COUGHLIN; HALL, 2002; PAVANELLO; CLONFERO, 2000).

A principal funcdo da enzima CYP1Al ¢ a oxidagdo dos PAHs como
primeiro passo que leva a sua eliminacdo. Existem evidéncias convincentes de que uma
atividade aumentada de CYP1A1 pode levar a toxicidade, o que pode ser exemplificado por
meio do metabolismo do benzo(a)pireno (BROOKS et al., 1999). Este composto, encontrado
no cigarro e na carne de churrasco, passa por duas oxigenagdes sucessivas pela enzima,
levando a formagdo do diol-epdxido-benzo(a)pireno, um composto altamente mutagénico
(BAROUKI; MOREL, 2001).

Outro mecanismo pelo qual a enzima CYP1AT1 pode provocar toxicidade ¢ a
producdo de espécies reativas de oxigénio. Experimentos com cultura de células e tecidos tém
mostrado que a indugdo da CYPIAI pelo benzo(a)pireno ou por 2,3,7,8-tetracloro-p-
dibenzodioxina (TCDD), bem como a transfec¢do de um vetor que expressa o CYP1AL, leva
ao estresse oxidativo em varios tecidos e dentro das células (SHERTZER et al., 1998). Assim,
uma alta atividade intracelular da CYPIA1 pode ser prejudicial por gerar um estresse
oxidativo, o que leva a subseqiiente oxida¢do de macromoléculas biologicas (BAROUKI;
MOREL, 2001).

Viérios estudos indicam associagdo positiva entre a variante CYP1A1*2B do
gene CYPIAI e o aumento do risco para os canceres de laringe (GAJECKA et al., 2005),
cavidade oral (SUGIMURA et al., 2006), renal (SMITS et al., 2008), pulmao (KAWAIJIRI et
al., 1999; LEE et al., 2008), esdfago (WU et al., 2002) e leucemia (VOSO et al., 2005).
Outros estudos apontam uma associagdo significativa desta mesma variante e o cancer de
prostata, mostrando que individuos que carregavam o genotipo raro para esta variante
apresentavam um risco maior de desenvolver esta neoplasia (MURATA et al., 2001; GAO et
al., 2003; AKTAS et al., 2004; YANG et al., 2006). Porém, alguns estudos ndo encontraram
uma associagao significativa em relagao a presenca de variantes alélicas neste gene e o risco

de cancer de prostata (WILLIAMS et al., 2000).

1.2.1.1.2 Gene CYP1B1

O gene CYPIBI estd mapeado em 2p21-22 e consiste em trés exons e dois

introns (BEJJANI et al.,, 1998). Este gene ¢ induzido por ligantes do receptor aril
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hidrocarbono (AhR), como o 7,12-dimetil-benz[a]anthracene (DMBA) e dibenzo[a]pireno, e
hidrocarbonetos polihalogenados (SHIMADA; FUJII-KURIYAMA, 2004) e ¢ expresso em
tecidos extra hepaticos, como mama, pulmdo, pancreas, ovario, rim, pele, testiculo, cérebro,
bexiga, uretra e prostata (SHIMADA et al., 2003; SHIMADA; FUJII-KURIYAMA, 2004;
TOKIZANE et al., 2005; ROOS et al., 2006).

A enzima CYP1BI participa na bioativacao de xenobidticos e de esterdides,
como estrona, testosterona, e progesterona, utilizando o 17B-estradiol enddégeno como
substrato para a hidroxilacdo (TANAKA et al., 2002). Foram descritos seis polimorfismos
neste gene nas seguintes localizagdes: intron 1 (C—T); cédon 48 (C—G); codon 119 (G—T);
codon 432 (C—G); cddon 449 (C—T) e cddon 453 (A—>QG), proximos de regides conservadas
(STOILOV et al., 1998; HANNA et al., 2000).

A presenga das variantes polimorficas CYP1B1*2 e CYP1B1*3 nos cddons
119 (éxon 2) e codon 432 (éxon 3) tém efeitos significativos na funcdo catalitica do gene.
Estes gendtipos alterados levam a formacdo de enzimas variantes com hiperatividade em
relagdo a proteina selvagem, o que pode influenciar na suscetibilidade ao cancer, incluindo o
de prostata, por aumentar a quantidade de compostos eletrofilicos nas células (HANNA et al.,
2000).

Sasaki et al. (2004) observaram um aumento significativo na freqiiéncia do
genotipo 119 T/T e G/T em células de pacientes portadores de carcinoma renal quando
comparados com individuos saudaveis Outro estudo aponta uma significativa diferenga na
distribuicao das variantes alélicas CYP1B1*2 e CYP1B1*3 do gene CYP1BI1 em pacientes
com cancer endometrial e controles saudaveis (SASAKI et al., 2003). Alguns estudos tém
revelado uma relagdo significativa entre a presenca das variantes CYP1B1*2 e a incidéncia de
cancer de mama e pulmao (HANNA et al.,, 2000; WATANABE et al., 2000). Um risco
aumentado para o cancer de prostata também foi demonstrado em individuos que
apresentavam genotipos raros nos codons 432 e 119 (SOBTI et al., 2006; BEUTEN et al.,
2008). Tanaka et al. (2002) estudando uma populacdo japonesa, verificaram que o genotipo
T/T no cédon 119 diferiu significativamente entre pacientes com cancer de prostata (14,5%) e
controles (5,5%). Adicionalmente, a atividade do gene CYP1B1 induz a formacao de aductos
de DNA (WILLIAMS et al., 2000; TANAKA et al., 2002), de modo que o aumento da
atividade hidroxilativa pode ser um dos mecanismos da carcinogénese prostatica, sugerindo
que a presenca deste polimorfismo pode ser um fator de risco para esta neoplasia (TANAKA
et al., 2002).
1.2.1.1.3 Gene CYP3A4
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O gene CYP3A4 humano consiste em 13 éxons e localiza-se em 7q21.1
(GOODWIN et al., 1999). Este gene esta presente predominantemente no tecido hepatico e
sua expressdo ¢ controlada pela transcricdo de fatores como receptor de pregnolona, receptor
de xenobidticos e glicocorticoides (OGG et al., 1999).

A enzima CYP3A4 metaboliza mais de 50% das drogas wusadas
clinicamente, entre elas, triazolam, midazolam, rifampicina, e ciclosporina (DALY et al.,
1993), além de participar da oxidacdo de alguns esterdides, como a testosterona, lipidios e
carcindgenos, como os pesticidas organofosforados (NELSON, 1993). J4 foram identificados
mais de 39 SNPs neste gene (GAO et al., 2008). Homens com variantes alélicas polimoérficas
podem ter reducao da atividade do gene CYP3A4, com conseqiiente reducao na oxidagao da
testosterona, o que pode diminuir a conversao da mesma no seu mediador intracelular, a DHT
(diidroxitestosterona), envolvido na regulagcdo do crescimento e fun¢do das células prostaticas
(BANGSI et al., 2006).

Um dos polimorfismos mais estudados no gene CYP3A4 ¢ a presenca da
variante alélica CYP3A4*1B, uma transi¢do adenina-guanina (A—G) na regido promotora
5’(5’PR) (posi¢do —290), localizada na seqiiéncia conhecida como elemento especifico da
nifedipina. A presenca desta variante estd associada com a diminui¢do da expressdo ou da
atividade da enzima CYP3A4. Uma alta variabilidade na freqiiéncia deste polimorfismo ¢
observada entre os diferentes grupos étnicos (COUGHLIN; HALL, 2002). A freqiiéncia ¢
maior em individuos negros (60%) do que em caucasianos (40%). Interessantemente, este
alelo raro ndo foi encontrado em chineses e japoneses (BALL, 1999; SATA, 2000).

Estudos epidemiologicos tém identificado associagdes entre a variante
alélica CYP3A4*1B e alguns tipos de canceres, como leucemia e cancer de prostata. Felix et
al. (1998) mostraram que a presenca da variante rara apresentava um fator de protecao
relacionado com o tratamento da leucemia, enquanto o alelo selvagem foi associado com o
aumento da metabolizagdo de epipodofilotoxina, quimioterapico utilizado na terapia da
leucemia mieldide aguda. Alguns estudos demonstraram que esta variante genética esta
associada com o alto grau histologico e o avancado estddio clinico de tumores de prostata,
possivelmente devido ao aumento da biodisponibilidade da testosterona (REBBECK et al.,
1998). Outra investigacao sugere que individuos que carregavam a variante alé¢lica CYP3A4-
Val tinham baixa expressao da enzima, diminuindo a atividade da testorterona 6f3-hidrolase e,
assim, aumentando os niveis de testoterona plasmatica (WESTLIND et al., 1999). Em
contraste, outros estudos nao observaram resultados estatisticamente significativos em relagao

a presenca da variante alélica CYP3A4*1B e o cancer de prostata (NAM et al., 2003; TAYEB
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et al., 2003), o que ressalta a importancia da identificagcdo da mesma na validacao do potencial

de risco ou protecao para o cancer de prostata.

1.2.1.2 Enzimas de fase II: glutationa S-transferases

Dentre as enzimas denominadas de Fase II, envolvidas nos processos de
detoxifica¢do, as Glutationa S-transferases (GSTs) desempenham um importante papel no
metabolismo celular, pois catalisam a reacao de conjugacdo da glutationa (GSH) com
compostos eletrofilicos passiveis de ligacdo com o DNA, tornand-os mais facilmente
excretaveis, e também atuam na protec¢ao contra produtos do estresse oxidativo (EGAN et al.,
2004).

Entre os carcindgenos e drogas citotoxicas que sofrem a acdo destas
enzimas, estdo os PAHs presentes na dieta alimentar e na fumaca do cigarro, varios pesticidas
e poluentes ambientais (STRANGE et al., 2001). Quimioterapicos sdo também substratos para
as GSTs e, neste caso, sua conjugagao pode levar a uma diminui¢do do efeito esperado e a
manifestagdo de resisténcia celular a esses efeitos (WORMHOUDT et al., 1999).

O nivel de expressdo das enzimas GSTs ¢ célula e tecido-especifico,
dependendo do nivel hormonal, exposi¢do ambiental, tipo de composto indutor e fatores
genéticos (BLACK; WOLF, 1991). Estim-se que existam pelo menos 20 GSTs na espécie
humana, estando tais enzimas amplamente distribuidas entre os diferentes organismos vivos,
incluindo as bactérias, fungos, moluscos, crustaceos, parasitas, insetos, plantas, peixes,
passaros e mamiferos. Sua maior concentragcdo ¢ observada no figado; contudo, encontram-se
em menores concentragdes em outros 6rgaos, como pulmdes, intestino delgado e prostata. Ao
nivel celular, sdo encontradas no citoplasma de microssomos e mitocondrias de todas as
células eucaridticas (HAYES; PULFORD, 1995).

A classificacdo destas enzimas ¢ baseada na especificidade de substrato,
seqiiéncia de aminoacidos e comportamento sintético da enzima. Sete classes distintas foram
identificadas: alfa; my; pi; sigma; theta; kappa e zeta (LANDI, 2000). Entre essas proteinas
citosolicas, destacam-se as codificadas pelos genes GSTM1 (classe my), GSTT1 (classe teta) e
GSTP1 (classe pi) com relagdo a suscetibilidade ao cancer, pois, geralmente, apresentam
perda da forma isoenzimatica e consequentemente reducdo da eficiéncia catalitica da enzima

com diminui¢do da detoxificagdo celular (HAYES; PULFORD, 1995).



33

1.2.1.2.1 Gene GSTM1

A classe my inclui pelo menos cinco genes que codificam igual numero de
enzimas: GSTM1, M2, M3, M4 e M5. O gene GSTM1 estd mapeado em 1pl13.3, e ¢
polimorfico na populacdo humana, apresentando quatro variantes GSTM1*A, GSTM1*B,
GSTM1*C e GSMT1*0. Os dois primeiros nao tém, aparentemente, diferencas com relagao ao
tipo de substrato, e o alelo *C ¢ muito raro. A variante *O (alelo nulo) causa perda da
atividade da enzima nas formas homozigotas, que esta associada com reducao da eficiéncia da
ligacdo a substratos genotoxicos, incluindo epoxidos derivados de PAHs e aflatoxinas,
(HAYES; PULFORD, 1995; GATTAS et al., 2004).

A freqiiéncia do gendtipo nulo (GSTM1*0O) varia significativamente em
diferentes populagdes (BOARD et al., 1990), dependendo do grupo étnico a que ele pertence.
Widersten et al. (1991) relataram diferentes freqii€éncias para este genotipo: 58% em chineses,
52% em ingleses, 48% em japoneses, 43% em franceses, € um valor significativamente menor
em nigerianos (22%). Outros estudos relataram que a auséncia do gene GSTM1 ocorre em
cerca de 23 a 48% em populacdes africanas, 33 a 63% em populagdes asiaticas, 51 a 54% na
populacdo australiana (COTTON et al., 2000), 41,7% na populagdo norte-americana
(SEIDEGARD et al.,, 1990) e 55% na populacdo brasileira (ARRUDA et al., 1998).
Especificamente no norte do Parand, 48,86% da populacdo apresentou gen6tipo GSTM1 nulo,
sendo 47,88% em caucasianos (LOSIGUEMBAROVSKI et al., 2002).

Uma vez que essas enzimas catalisam a conjugacdo da glutationa com
muitos xenobidticos (PAHs presentes na dieta alimentar e na fumaga do cigarro, varios
pesticidas e poluentes ambientais), sua auséncia poderia reduzir a capacidade de um
organismo em detoxificar metabolitos reativos. Assim, estudos epidemioldgicos t€m sugerido
que individuos homozigotos nulos para GSTM1 podem possuir um risco aumentado para o
desenvolvimento de diversas neoplasias (MILLIKAN et al., 2000). Dentre elas, destacam-se
os canceres de pulmdo, bexiga, célon, pele, mama, cérebro, cavidade oral, renal e testicular
(HIRVONEN et al., 1993; ZHONG et al., 1993; RAUNIO et al., 1995; HARRIES et al.,
1997; CONFORTI-FROES et al., 1997; ELZEIN et al., 1997b; DELBANCO et al., 2001;
KANETSKY etal., 2001; KIETTHUBTHEW et al, 2001). Com relagdo ao cancer de prostata,
muitos estudos também tém encontrado uma associacdo positiva entre o genotipo GSTM1
nulo e o desenvolvimento desta neoplasia (WILLIAMS et al., 2000; MURATA et al., 2001;
AKTAS et al., 2004; AGALLIU et al., 2006; LIMA-JR et al., 2008). Existem trabalhos que
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ndo encontraram associagdes quando analisaram o genotipo isoladamente, como os de
Srivastava et al. (2008) e Murata et al. (1998). Entretanto, quando estes autores combinaram
os genotipos de risco destes genes, como o GSTM1 nulo e GSTT1 nulo (OR=2,24;
1C95%=1,37-3,65), ou também GSTM1 nulo e¢ o alelo CYPIAl (G/G) (OR=2,3;

1C95%=1,184,48), as associagdes se tornaram evidentes.

1.2.1.2.2 Gene GSTT1

Do mesmo modo que o gene GSTM1, o gene GSTT1, mapeado em 22q11.2,
¢ outro gene que se apresenta polimorfico por delecdo (alelo selvagem normal GSTT1*1, alelo
nulo GSTT1*0). Esta consiste da delegdo total ou parcial do gene, resultando na perda de
atividade da enzima GSTT1 (ROSSIT et al., 1999). Este gene ¢ expresso nas células do
figado, pulmio, rins, cérebro, musculo esquelético, coracdo, intestino, baco e prostata
(PAVANELLO; CLONFERO, 2000).

As freqiiéncias do gendtipo nulo descritas na literatura sdo menores do que
as descritas para o gene GSTM1. Ha indicagdes de que a unica exce¢dao ocorra em asiaticos,
que apresentam uma freqiiéncia do geno6tipo GSTT1-nulo variando de 46 a 58% em chineses e
de 42 a 46% em coreanos (GEISLER; OLSHAN, 2001). Em uma amostra da populagao
brasileira, as freqiiéncias descritas foram de 26,3% em negros, 22,3% em brancos e 17,2% em
mulatos (GATTAS et al., 2004). Outro estudo mostrou uma freqiiéncia de, respectivamente,
18,5% e 19% em individuos brancos descendentes de caucasianos e africanos (ARRUDA et
al., 1998).

As conseqiliéncias biologicas do genotipo GSTT1 nulo s3o dificeis de
predizer, uma vez que a enzima apresenta propriedades tanto de detoxificacdo quanto de
ativacdo de muitos poluentes ambientais (HAYES; PULFORD, 1995).

Estudos epidemiologicos tém sugerido que o gendtipo GSTT1 nulo também
pode estar associado com um aumento no risco para o desenvolvimento de muitas neoplasias,
como tumores de cabeca e pescoco e pulmao (MATTHIAS et al., 1999; LANDI, 2000),
bexiga (GRANDO et al., 2008), colo retal (REBBECK, 1997), pele (RAMACHANDRAN et
al., 2001) e astrocitoma (HAND et al., 1996). Também foi observado um aumento
significativo na freqliéncia do genotipo GSTT1 nulo em pacientes portadores de carcinoma de

prostata (34%) quando comparados aos controles (11%) (MITTAL et al., 2004). Outros
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estudos nao encontraram uma associacao significativa quando este genotipo foi analisado
isoladamente, como mostrado por Srivastava et al. (2005), que estudaram esta variante alélica
em japoneses e australianos. Entretanto, combinacdes de gendtipos de risco com outras
variantes de genes do biometabolismo demonstraram associa¢do positiva com varios tumores,
incluindo préstata (COTTON et al., 2000; ENGEL et al., 2002; NAKAZATO et al., 2003;
SRIVASTAVA et al., 2005; NTALIS et al, 2005; LIMA-JR et al. 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer ¢ um dos principais problemas mundiais de satde publica.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2008), de um total de 58 milhdes de mortes
ocorridas no mundo em 2005, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes (OMS, 2006). Estima-
se que em 2020 o nimero de casos novos anuais serd da ordem de 15 milhdes, sendo que 60%
destes novos casos deverdo ocorrer em paises em desenvolvimento. Ainda de acordo com a
OMS, estudos epidemioldgicos utilizando metodologias moleculares tém fornecido
importantes informacdes para um melhor conhecimento sobre a suscetibilidade individual e
fatores de risco para muitas doengas, além de contribuir para a compreensdo dos mecanismos
pelos quais elas se desenvolvem.

O cancer de prostata vem se destacando como o tipo de tumor s6lido mais
freqlientemente diagnosticado em homens, sendo, no Brasil, o segundo tipo de cancer com
maior taxa de mortalidade (INCA, 2008). Apesar das altas taxas de incidéncia e de
mortalidade, os mecanismos moleculares envolvidos na oncogénese e na sua progressao ainda
sdo pouco claros. Por esta razdo, a busca por marcadores moleculares tem se intensificado nos
ultimos anos.

Entre os marcadores moleculares mais pesquisados estdo os marcadores de
suscetibilidade, os quais buscam diferencas genéticas na capacidade das células de
metabolizar carcinégenos/mutagenos e repararem lesdes no DNA. Assim, a presenca de
variantes alélicas polimorficas, especialmente em genes responsaveis pela metabolizagdo de
muitos carcindgenos como os sistemas CYP1A1l, CYPIB1, CYP3A4, GSTM1 e GSTT1,
podera contribuir no desenvolvimento de marcadores moleculares para o cancer de prostata.

Com esta ferramenta sera possivel definir dire¢cdes futuras na pesquisa do
diagnostico e prognodstico do cancer de prostata, principalmente visando a obtencdo de

biomarcadores mais sensiveis € de maior poder discriminatorio (FERREIRA; ROCHA, 2004).



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
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Verificar, em um estudo de associag¢@o do tipo caso-controle, as freqiiéncias

de variantes alélicas polimorficas de genes das superfamilias do Citocromo P450 e da

Glutationa Stransferase em pacientes de Londrina e regido com confirmacao de carcinoma de

prostata.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as freqiiéncias genotipicas das variantes polimorficas
CYP1A1*2B, CYPIBI1*2, CYP3A4*1B, GSTM1*0 e GSTT1*0,
correlacionando-as com a suscetibilidade ao cancer de prostata em 170
pacientes;

Realizar um estudo de associagdo do tipo caso-controle, comparando os
gendtipos dos pacientes portadores de cancer (n=170) aos do grupo
controle (n=170) pareado por idade, grupo étnico e estilo de vida
(hébitos tabagista e etilista);

Correlacionar os resultados  genéticos obtidos aos dados

epidemiologicos, clinicos e de prognostico.
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Resumo

O cancer de prostata ¢ o segundo tipo de cancer mais freqiiente diagnosticado em homens
ocidentais, sendo relatados anualmente, mais de 200 mil casos. Embora exaustivamente
pesquisado, o papel dos fatores de risco na génese deste tumor permanece, ainda, ndo muito
bem compreendido. Desta forma, este estudo teve como objetivos contribuir (i) para a
avaliagdo do impacto de alguns fatores de risco para o desenvolvimento desta neoplasia
(idade, etnia, exposi¢do ocupacional a agrotéxicos, historia familiar de céncer, etilismo,
tabagismo, consumo de carnes vermelhas) e (ii) para a identificacdo de fatores progndsticos
de importancia comprovada tais como dosagem de PSA, graduagdo histologica do tumor
utilizando o Sistema Gleason, estadiamento, entre outras, em 170 portadores de carcinoma de
prostata provenientes da cidade de Londrina (PR) e regido. A idade média dos pacientes foi de
65,66 = 7,593 anos e a etnia predominante foi euro descendente (90,6%). Quanto ao estilo de
vida, 15,3% dos pacientes apresentavam hdbito tabagista, 37% eram etilistas, 86,47%
consumiam carne vermelha frequentemente, 49,41% apresentavam parentes afetados com
cancer e 60% tinham sido expostos a agrotoxicos por mais de 10 anos. Dentre os fatores
prognosticos, a dosagem de PSA foi de 4,1-10ng/ml em 58% dos pacientes e de 10,1-20ng/ml
em 39,41%. A graduacdo no sistema Gleason apresentou escore 5-6 em 85 pacientes (50%),
escore 7 em 64 (37,6%) e escore 8-10 em 20 pacientes (11,8%). Sendo que 67 pacientes
(39,41%) apresentaram estadiamento T2bNO e T2cNO e 21 pacientes (12,36%) T3cNO/1e
T4NO/1. Este estudo indicou a exposi¢do ocupacional a agrotoxicos como importante fator de
risco para o desenvolvimento do cancer de prostata. Os dados obtidos no presente estudo
contribuirdo para o conhecimento do perfil sdcio-economico de pacientes da regido sul do
Brasil e para a caracterizagdo dos possiveis fatores de risco para

o cancer de prostata nesta populagdo miscigenada.
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Introducéo
O cancer de prostata transformou-se num grande problema de saude publica,

com taxas de morbidade e mortalidade significativas. A American Cancer Society [1] estimou
que, durante 2008, aproximadamente 186.320 novos casos de cancer de prostata seriam
diagnosticados nos Estados Unidos. No Brasil ¢ considerado o tipo de cancer mais freqiiente
em todas as regides do pais, tendo sido de 49.530 para 100 mil homens o nimero de casos
novos diagnosticados estimado para 2008. O risco estimado para cada 100 mil homens desta
doenca nas diferentes regides do pais foi de 69 na regido Sul, 63 na regido Sudeste, 47 na
regido Centro-Oeste, 38 na regido Nordeste ¢ 22 na regido Norte [2]. Segundo o Instituto
Nacional do Céancer [2], as taxas de incidéncia de cancer de prostata sofreram um aumento
progressivo devido as novas metodologias de detec¢do precoce da doenca, especialmente
através do exame do antigeno prostatico especifico (PSA), aplicado sob a forma de triagem
populacional, simultaneamente com a aplicagdo da pistola para bidpsia e ao aumento na
expectativa de vida da populagdo [2,3].

Em termos de valores absolutos, o cancer de prostata ¢ o sexto tipo de
cancer mais comum no mundo, representando cerca de 10% do total de canceres. As taxas de
incidéncia desta neoplasia sdo cerca de seis vezes maiores nos paises desenvolvidos
comparados aos paises em desenvolvimento [1].

De acordo com a Sociedade Americana de Cancerologia, para a detec¢ao
precoce do cancer em individuos sem sintomas, preconiza-se o toque retal e o PSA sérico
anuais a partir de 50 anos de idade. Um estudo publicado recentemente demonstrou que a
triagem de homens em idade acima de 50 anos através do toque retal e do PSA e seu
tratamento com a prostatectomia radical diminuiu a mortalidade e a incidéncia de metéstases
quando comparados aos pacientes ndo tratados [4]. Considera-se que se fossem feitos estes
exames preventivos, seriam evitadas cerca de 10.000 mortes ao ano [1].

Apesar da etiologia desta doenga permanecer desconhecida, dados clinicos e
epidemioldgicos sugerem que o desenvolvimento do cancer de préstata ¢ um processo
multifatorial, dependente da interacdo de fatores de risco, como idade, etnia, historia familiar

de cancer, exposi¢ao ocupacional, etilismo, tabagismo, dieta, entre outros [3].

Fatores de Risco

Idade, Etnia e Histéria Familiar
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O carcinoma da prostata ¢ considerado uma doenga da terceira idade, uma
vez que cerca de trés quartos dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos, pois 0s mais
idosos acumulam, por um periodo de tempo mais longo, exposi¢cdes potencialmente
carcinogénicas, capazes de produzir disfuncao celular e multiplicagdo atipica [5]. Carter et al.
[6] mostraram que 20% dos homens com idade de 50 a 60 anos e 50% com idades de 70 a 80
tem evidéncias histologicas de malignidade. E estimado que homens com 50 anos tenham um
risco de 42% de desenvolver cancer de prostata histologico, um risco de 9,5% de doenca
clinica, ¢ um risco de 2,9% de morrer pela doenca. O achado histolégico ndo indica
necessariamente a manifestagdo clinica da neoplasia, uma vez que em cada dez canceres
histologicamente diagnosticados, um nao progredira [6].

A incidéncia do cancer de prdstata apresenta uma variagao regional e racial.
Pollock et al. [3] afirmam que a incidéncia de cancer de prostata clinico e sua mortalidade sdo
baixas na Asia e altas na Europa e na América do Norte, tendo a América Latina e o sul da
Europa, taxas intermediarias. Estudos epidemiologicos mostraram que a doenga ¢
aproximadamente 60% mais alta na populagdo negra americana do que em brancos. A
incidéncia do cancer clinico ¢ cerca de oito vezes menor na populacio chinesa e japonesa do
que em caucasianos norte-americanos [7]. Entretanto, ndo se observa esta diferenca em
relagdo a freqliéncia do carcinoma de prostata histopatologico [8]. Cantrell et al. [9]
observaram que a freqiiéncia do cancer histologico sofre influéncia da idade, mas ndo da
etnia, sendo possivel que na sua génese, haja influéncia de carcindgenos encontrados
universalmente, que teriam seu efeito potencializado com o aumento da idade. Na fase de
promocgao da neoplasia o desenvolvimento do carcinoma clinico seria influenciado pelo fator
étnico e por eventuais novos carcindgenos aos quais o paciente estaria exposto. Sommerkamp
et al. [10] observaram que a freqiiéncia do cancer de préstata clinico em japoneses que
migraram e fixaram residéncia nos Estados Unidos, era semelhante a observada para os norte-
americanos. Tais achados indicaram possivelmente que fatores ambientais ou dietéticos eram
os responsaveis pelo fendmeno.

No Brasil os dados de incidéncias de cancer de prostata ndo estdo definidos.
Segundo o INCA [2], observam-se as mais altas taxas de incidéncia no Rio Grande do Sul,
Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul, que sdo atribuidas a fatores de risco
étnicos e ambientais dessas populagdes miscigenadas.

Antecedentes familiares tém particular importincia no estudo desta doenca,
pois elevam o risco em trés vezes ou mais para os descendentes de portadores deste tumor [6].

Existem familias em que a incidéncia € muito superior aos valores da populacao em geral [5].
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Quinze por cento dos homens que tem cancer de prdstata tem um familiar de primeiro grau
com esta doenca. Estudos epidemioldgicos indicam que homens com historia de cancer na
familia apresentam diagnéstico de cancer com idade mais precoce, em média, 6 a 7 anos mais
cedo do que individuos sem antecedentes afetados. Estes estudos estimam que 5 a 10 % de
todos os casos de cancer de préstata que ocorrem com idade menor que 55 anos poderia ter
como fator de risco a hereditariedade. Os canceres hereditarios ndo diferem clinicamente dos
canceres esporadicos [5].

Os pacientes com antecedentes familiares apresentam com maior freqiiéncia
um valor menor de PSA (abaixo de 10 ng/mL). Ao confrontar os escores de Gleason com a
presenc¢a ou auséncia de antecedentes familiares para o cincer de prostata, 9% dos pacientes
com um ou mais parentes acometidos apresentam escore de Gleason inferior a 8. Ja 12% dos
pacientes sem antecedentes apresentavam Gleason superior a 8. Estas caracteristicas podem
ser atribuidas a um diagndstico precoce ou a neoplasias menos agressivas nos individuos com

antecedentes familiares [3].

Dieta e Estilo de Vida

Fatores ambientais como a dieta e o estilo de vida poderiam explicar a
diferen¢a na incidéncia da forma clinica do cancer de prostata. Estudos epidemiologicos, em
animais e em cé¢lulas em cultura demonstram a importancia da dieta como um determinante
exogeno que pode ser usado na prevengao e no tratamento do cancer [15].

Uma alimentagdo com altas concentracdes de calcio, gorduras saturadas e,
aminas heterociclicas encontradas em carnes grelhadas e carnes vermelhas pode aumentar o
risco de desenvolver cancer de préstata [5,12,13].

Giovannuci et al. [14] demonstraram que homens que consumiam mais de
2.000 mg de calcio diariamente tinham um risco cinco vezes maior de desenvolver metastases
quando comparados com aqueles que consumiam menos de 500 mg por dia. Estes resultados
indicam que o célcio pode ter diferentes influéncias na carcinogénese prostatica.

O mecanismo de como as gorduras saturadas ou carnes vermelhas podem
influenciar no risco do desenvolvimento do cancer de prostata, ainda ndo estd bem
esclarecido. Entretanto, alguns estudos sugerem que o envolvimento do fator de crescimento
do tipo insulina-1 (IGF-1), o metabolismo hormonal e os radicais livres, aumentam o risco de
cancer de prostata, pois atuam em varios mecanismos bioquimicos envolvidos na

multiplicagdo e proliferagao celular [15,16].
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O consumo de tabaco parece ser, entre os habitos de vida do individuo, o
fator de risco que aumenta significativamente a incidéncia e a mortalidade para alguns tipos
de canceres, como o cancer de bexiga, pulmao, cabeca e pescogo. No entanto, ainda ha dados
discordantes quanto aos canceres de prostata e testiculo. Sabe-se que o tabaco pode aumentar
as chances de metastases e, consequentemente, as taxas de mortalidade para o cancer de
prostata [14,17], devido a possivel alteragdo nos niveis de hormoénios esterdides. Em
particular, o tabaco tem sido associado com altos niveis de testosterona e baixo nivel de
estradiol em homens [18,19]. Quanto ao consumo de bebidas alcodlicas, alguns estudos
indicam uma associagdo positiva com o cancer de prdstata, especialmente por conterem
etanol, um composto capaz de formar aductos estaveis com proteinas € com o material
genético [20,21].

Outros carcindgenos quimicos como o0s agrotoxicos, também tém sido
associados com o desenvolvimento de muitos canceres [22]. Segundo a Organiza¢cdo Mundial
da Saude [23], ha 20.000 obitos por ano em conseqiiéncia da manipulacdo, inalacdo e
consumo indireto de agrotoxicos nos paises em desenvolvimento, como o Brasil. A literatura
demonstra que muitos trabalhadores rurais expostos a agrotdxicos podem apresentar um
aumento no risco de desenvolver cancer de prostata [22,24].

Virios estudos tém sido realizados na tentativa de estimar o total de tumores
passiveis de prevengao, sendo que tais valores podem atingir 50% de todos os casos em paises
industrializados [25]. Assim, a maioria das neoplasias €, teoricamente, passivel de prevencao,
uma vez que achados epidemioldgicos apontam um grande numero de fatores etiologicos
ambientais, tais como dicta e estilo de vida e fatores como etnia, idade e historia familiar de
cancer como interferentes nas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer [5,14 — 16]. Desta
forma, no presente trabalho foram analisados os dados epidemioldgicos (idade, etnia, historia
familiar de cancer, tabagismo, etilismo, exposi¢cdo ocupacional a agrotoxicos e consumo de
carne vermelha) de e de fatores progndsticos no cancer de prdstata de uma amostra de
pacientes com carcinoma de prostata do estado do Parand, com o objetivo de contribuir para

uma caracterizagdo desta neoplasia em uma populagdo da regido sul do Brasil.
Metodologia
Foram analisados 170 pacientes portadores de carcinoma de prostata,

provenientes do Hospital do Cancer de Londrina (HCL) e de Clinicas Urolégicas de Londrina

(PR). A coleta foi feita mediante os seguintes critérios: paciente com diagndstico



44

histopatologico da doenga e submetido a prostatectomia radical, no periodo de coleta desta
pesquisa (dezembro de 2006 a dezembro de 2008). Os pacientes submetidos a radioterapia ou
quimioterapia foram excluidos da amostra.

Foi realizado um contato pessoal com cada paciente que recebeu as
informagdes sobre os objetivos da pesquisa e o termo para a assinatura do Consentimento
Informado, para posterior preenchimento do Questionario Padrao (referente ao seu estilo de
vida, idade, etnia, entre outros) [26], aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Londrina e Hospital do Cancer de Londrina (HCL). As informagdes
sobre tabagismo e alcoolismo foram obtidas no momento da entrevista. Ex-fumantes com
menos de 10 anos de abandono do tabagismo foram considerados como fumantes e individuos
que consumiam pelo menos uma vez por semana bebida alcodlica foram considerados
etilistas. A classificacdo da etnia foi baseada na auto classificagdo do individuo.

As informagdes referentes aos parametros histopatolégicos foram obtidas da
analise histologica de rotina (coloracdo de HE), seguindo a padronizacdo de laudos
histopatologicos da Sociedade Brasileira de Patologia para pecgas cirurgicas de prostatectomia
radical com ou sem linfadenectomia.

Os parametros avaliados a partir das informagdes obtidas das entrevistas,
das analises histopatoldgicas e dos prontuarios foram: idade, etnia, tabagismo, etilismo,
historia familiar de qulquer tipo de cancer, exposi¢do ocupacional a agrotoxicos, consumo de
carne vermelha, nivel do antigeno prostatico especifico, tipo histologico, graduacao
histologica no Sistema Gleason, volume tumoral, invasdo perineural extensdo extraprostatica,
comprometimento de vesiculas seminais, margens cirurgicas, metastase linfonodal e
estadiamento.

Foi realizado um estudo comparativo através do calculo da Odds Ratio com
intervalo de confianga de 95% com individuos controles sem histdria de cancer de prostata do
Laboratorio de Mutagénese e Oncogenética da Universidade Estadual de Londrina, que
apresentavam as mesmas caracteristicas do paciente, quanto a idade, etnia e habitos tabagista
e etilista, para verificar significancia estatisticamente significativa entre as caracteristicas da

amostra que se apresentavam em alta freqiiéncia.

Resultados

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas demograficas e comportamentais da

amostra estudada. Esta amostra foi majoritariamente composta por individuos euro
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descendentes (90,6%), com média de idade de 65,66 + 7,593 anos. Destes, 26 individuos
(15,3 %) tinham o habito tabagista (1 ou mais maco de cigarro por dia) e 63 (37%) eram
consumidores freqiientes de bebidas alcoolicas (mais de dez copos por semana). Cento e
quarenta e sete pacientes (86,47%) declararam que consumiam carne vermelha com
freqliéncia (no minimo 3 a 4 vezes por semana). Dos 170 pacientes estudados, 102 tiveram
exposicao ocupacional por mais de 10 anos a agrotoxicos. Oitenta e quatro pacientes
(49,41%) declararam historia familiar de cancer, tendo relatado a existéncia de pelo menos
um parente de primeiro grau afetado por cancer.

Na Tabela 2 estdo apresentados dados obtidos da andlise dos parametros
histopatologicos. Pode-se observar que 64 pacientes (37,65%) possuiam extensao
extracapsular do tumor, que estava relacionada aos estadiamentos pT3a. Dezoito pacientes
(10,59%) mostraram comprometimento de vesiculas seminais (pT3b). A invasdo perineural e
de linfonodos (pTxN1) foi evidenciada em, respectivamente, 22,35% e 4,11% dos individuos
e a bilateralidade em 50% deles. A maioria dos individuos da amostra apresentou média de
niveis de PSA de 10,54 + 7,597. Com relagao ao escore de Gleason, 50% da amostra eram
escores 5 e 6. No estadiamento do tumor (Tabela 2), 67 pacientes, a maior percentagem,
(39%), encontravam no estagio T2bNo e T2cNo, onde o tumor compromete mais da metade
de 1 lobo (T2b), ou ambos os lobos prostaticos (T2c). Os estagios T3cNo e T4No (tumor com
extensdo extracapsular e invasdo de estruturas adjacentes, respectivamente) tiveram 12,36%

de casos.

Discussao

Segundo Pollock [3], o cancer de prostata ¢ uma doenga de homens idosos,
com pico de incidéncia e mortalidade por volta da sétima década de vida. Isaacs [27] afirma
que a incidéncia de cancer de prdstata aumenta de forma logaritmica a partir dos cinqiienta
anos, tanto em sua prevaléncia histologica (latente), quanto clinica. Entretanto, o achado
histologico ndo indica necessariamente a manifestacao da patologia, uma vez que em cada dez
canceres histologicamente diagnosticados, um ndo progredira [27]. A probabilidade de
desenvolver adenocarcinoma de prostata aumenta 0,005% em individuos com idade < 39
anos, 2,2% (1 em 45) para idades entre 40 a 59 anos e 13,7% (1 em 7) para idades entre 60 a
79 anos [1,5]. De acordo com Parkin et al. [28], 75% do total dos casos sdo diagnosticados em
homens com 65 anos ou mais. Os dados do presente trabalho corroboram tal afirmacgao, pois a

idade média de acometimento para esta neoplasia foi de 65,66 = 7,593.
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A incidéncia do cancer de prostata apresenta uma grande variagdo regional e
racial, sendo maior na populacao negroide, que entre os brancos [29,30]. Aparentemente essa
diferenca étnica se da pelos niveis de testosterona circulante em cada etnia [7]. Paschoalin et
al. [31], investigando a prevaléncia do carcinoma de préstata na cidade de Ipira (Bahia —
Brasil), relataram uma maior prevaléncia do tumor em negros do que em individuos brancos.
Na amostra avaliada neste trabalho, apenas 9,4% (n=16) dos homens eram afro-descendentes,
sendo os demais (90,6%) euro descendentes. Assim, nossos dados ndo confirmam a hipotese
acima. Isto se deve, provavelmente, ao pequeno numero de negros presentes nesta amostra.
Deve-se salientar, porém, que de acordo com Arruda et al. [32], a origem étnica da populacao
brasileira ¢ altamente heterogénea e ¢ composta por ancestrais indigenas, com imigrantes
europeus, africanos e asiaticos.

Parra et al [33] ao analisarem o mtDNA em quatro regides do Brasil,
encontraram predominancia de linhagens Amerindias na regido Norte (Amazodnia), Africanas
no Nordeste, um equilibrio no Sudeste ¢ uma predominancia Européia na regidao Sul. A
composicdo dos grupos imigrantes estabelecidos na regido paranaense foi bastante
heterogénea, compreendendo poloneses, alemades, italianos, franceses, suicos, ingleses e
outros. Desses grupos, os poloneses constituiram o maior contingente. Deve-se lembrar, no
entanto, que os individuos analisados no presente estudo eram provenientes do norte do
Paran4, onde juntamente com os grupos ja citados, houve uma grande imigracdo proveniente
de outros Estados, principalmente do estado de Sao Paulo. A populagdo negra e mulata nunca
foi numerosa no Parand. Com a imigracdo vinda do exterior e, posteriormente, com a
crescente imigracdo proveniente de outros Estados, a populacdo do Parand aumentou
consideravelmente com o passar dos anos. Mas a composi¢do étnica da populacdo manteve-se
semelhante nos diversos periodos, sendo predominantemente Européia, seguida de uma
pequena propor¢ao Afro-descendente, Asiatica e Amerindia [34]. Neste sentido, o presente
estudo pode contribuir, também, com estudos epidemioldgicos futuros sobre a incidéncia do
cancer de prostata em uma populagdo do norte do Parand, sul do Brasil.

Histéria familiar de cancer também ¢ um possivel fator de risco para o
desenvolvimento de cancer de prostata, pois ha um risco elevado em trés vezes ou mais para
os descendentes de portadores de cancer [5,6]. O individuo com um parente em primeiro grau
que seja portador de carcinoma de prdstata tem um risco 2,2 vezes superior a populagdo em
geral de desenvolver a doenca. Este risco duplica se existirem dois parentes desse mesmo grau
e de 10,9 vezes quando trés parentes de 1* grau tém a doenga [35]. Aproximadamente 49,4%

dos pacientes, presentes no estudo declararam possuir pelo menos um parente de primeiro
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grau com cancer, sendo os tipos de canceres mais prevalentes os de prostata (18,24%) e os de
cabega e pescogo (9,42%). Nos casos de historico familiar, recomenda-se que os homens
facam exames preventivos a partir dos 40 anos [36]. Estudos mostram que o fator genético de
suscetibilidade parece responder por apenas 13% dos casos de canceres de prostata
registrados [3]. Portanto, ¢ importante relacionar este fato com a exposi¢do ambiental a
muitos carcindgenos quimicos (solventes, aromadticos, clorados, agrotoxicos), fisicos
(radiacOes ionizantes € ndo ionizantes, campos eletromagnéticos) e bioldgicos (virus,
microorganismos) [37].

Existem muitas relagdes possiveis, entre as quais carcindgenos quimicos
presentes no tabaco e no alcool que podem aumentar os niveis de hormonios circulantes e
relacionarem-se com alteragdes no crescimento e proliferagdo das células prostaticas [17].
Plaskon et al. [19] observaram que em homens de meia idade fumantes, o risco de
desenvolver cancer de prostata em relacdo aos homens ndo fumantes era maior e que havia
uma relagdo entre a quantidade de cigarros consumidos por dia e a agressividade da doenca.
Porém, ainda ha dados discordantes quanto a estas associacdes e o cancer de prostata [14,21].
No presente estudo foram encontrados apenas 26 homens fumantes (15,3%), e 144 ndo
fumantes (84,7%) (Tabela 1). Entre os fumantes, 19 eram usudrios de cigarro comum, e 7
consumidores de cigarro de palha. Assim, visto o baixo numero de consumidores de tabaco,
ndo foi possivel estabelecer uma ligagdo com o uso do tabaco e o cancer de prostata.

Habitos etilistas também parece ser entre os habitos de vida do individuo, o
fator de risco que aumenta significativamente a incidéncia e a mortalidade para alguns tipos
de canceres, como o cancer de prostata [20,21,38]. Segundo Breslow ¢ Weed [39], de 32
estudos revisados, somente seis encontraram associacdo entre o consumo de bebidas
destiladas (vinho branco, licor) e ndo-destiladas (cerveja) e o cancer de prostata. Apesar disto,
0s autores observaram que muitos estudos mostraram uma maior suscetibilidade ao cancer em
individuos etilistas, indicando uma possivel relacdo com o risco. Aproximadamente 37% dos
pacientes avaliados neste estudo apresentavam habitos etilistas, sendo a maior parte
consumidores de bebidas alcoolicas ndodestiladas (onde a cerveja foi prevalente). Devido a
maior parte da amostra (63%) ndo ser consumidora de bebidas alcodlicas, ndo foi encontrada
relagdo entre o alcool e o desenvolvimento desta neoplasia (Tabela 1). Estes dados podem ser
somados a outros ja descritos na literatura, que também ndo encontraram uma possivel relagao
do alcool com o cancer de prostata [21,35].

Dentre os carcindgenos quimicos estdo também os agrotoxicos, que podem

induzir o cancer por mecanismos variados, como genotoxicidade e promocao de tumores
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envolvendo mediadores hormonais, imunologicos e a producdo de moléculas oxidantes
(peroxidos) [40].

Nos Estados Unidos da América estima-se que anualmente ocorram cerca de
6.000 a 10.000 casos de cancer associados a agrotoxicos. Essa associacdo estd melhor
caracterizada nos canceres de pulmio, mama, testiculos, tiredide, sistema hematopoiético
(linfomas nao - Hodgkin, leucemias e mieloma multiplo) e prostata [22,24,41].

No Brasil, Meyer et al. [42] mostraram uma alta taxa de mortalidade para
canceres de estomago, esdfago, laringe, oral e leucemias em agricultores expostos a
agrotoxicos na regido serrana do Rio de Janeiro. J4 Koifman et al. [43] também descreveram o
mesmo resultado nas neoplasias malignas de mama, ovario e prostata, em amostra de grupos
populacionais expostos a agrotoxicos no periodo de 1985 a 1990.

Neste estudo, cerca de 60% dos pacientes eram expostos a agrotoxicos por
pelo menos 10 anos, ou seja, de cada duas pessoas com carcinoma de prostata uma nao era
ocupacionalmente exposta. Nossos resultados, ao comparar a excposi¢ao ocupacional a
agrotoxicos com o grupo controle sem histéria de cancer de prdstata apresentou diferenga
estatisticamente significativa (OR=1,57; 1C95%=1,02-2,42). Desta forma, podemos inferir
que este pode ser considerado um fator de risco para o desenvolvimento da doenga,
corroborando com alguns estudos da literatura, que também associaram a exposi¢ao
ocupacional a agrotoxicos com cancer de prostata [44-47].

Virias evidéncias apontam para o importante papel da nutricdo na
prevencao do cancer. Considerando-se, especificamente, os possiveis efeitos da dieta sobre a
progressao e sobrevida do cancer de prostata, os dados sdo relativamente limitados quanto a
avaliacdo da ingestdo de nutrientes como um fator progndstico [13]. Existem alguns
compostos da dieta que podem apresentar um potencial de prote¢do em relacdo a incidéncia
desta neoplasia, como a ingestdo de tomates, vegetais cruciferos, carotenoides, vitamina E,
selénio, peixes, acidos graxos da familia 6mega-3 e polifenois [13,34,48], enquanto outros
fatores como as altas concentragdes de calcio, zinco, gorduras saturadas, aminas
heterociclicas encontradas em carnes grelhadas e carnes vermelhas podem aumentar o risco
[5,13]. Ainda muitos dados sdo discordantes na literatura ¢ ha necessidade de um maior
numero de pesquisas para se estabelecer de forma mais clara a relagdo entre o consumo de
carnes vermelhas e o risco para o cancer de prostata [49,50]. Nossa amostra apresentou
86,47% de consumidores freqilientes (3-4 vezes por semana) de carnes vermelhas, ou seja, de
cada seis pessoas que comiam carne, apenas uma comia carne branca. Além das relagdes da

carne vermelha como fator de risco para o desenvolvimento do cancer de prostata, o seu
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consumo também tem sido evidenciado na progressao da doenga. Apesar do elevado niimero
de pacientes que se declarou consumidor freqiiente de carne vermelha nesta amostra, ndo
podemos inferir que este fator possa ser considerado de risco para o desenvolvimento da
doenga, pois o consumo de carne vermelha no grupo de individuos controles também foi alto,
nao tendo sido observadas diferengas estatisticamente significativas (OR=0,90; IC 95%=0,48-
1,70).

O grau de diferenciagcdo, o estadiamento do tumor no momento do
diagnostico e a dosagem do nivel do PSA sdo reconhecidos como fatores prognosticos de
importancia comprovada para o cancer de prostata, pois predizem a evolucdo da doenga, tanto
a localizada quanto a metastatica [33] e oferecem precisdo suficiente para permitir a tomada
de decisdes quanto ao tratamento [3].

Quando o tumor ¢ detectado precocemente, ¢ mais provavel que este tenha
uma localizagdo regional e, conseqiientemente, um maior potencial de cura [51]. Na amostra
estudada, 37,65% dos pacientes possuiam extensdo extracapsular e 50% dos tumores
apresentaram bilateralidade. Segundo a o sistema de classificagio TNM [49] estes dados
estavam relacionados aos estadiamentos pT3No, pT3aNo, pT3bNo ou pT3cNo Assim, os
tumores obtidos da prostatectomia radical no presente estudo mostraram estagio de doenga
confinado no 6rgao e ndo apresentaram risco aumentado para metastase (Tabela 2).

Bostwick et al. [52] descreveram que, normalmente, o comprometimento
das vesiculas seminais se apresenta em aproximadamente 9% e o comprometimento
linfonodal em 2% dos casos de cancer de prostata. Neste estudo, o comprometimento das
vesiculas seminais e a metéstase linfonodal foram evidenciados, respectivamente, em 10,59%
e 4,11% dos pacientes (Tabela 2). Assim, nossos dados reforcam as evidéncias apontadas pela
literatura. Moritz et al. [53] afirmam que as chances de cura dos pacientes portadores de
cancer de prostata diminuem significativamente quando o estadiamento patologico indica
acometimento das margens cirirgicas, penetragao no tecido perineural, invasao das vesiculas
seminais e, finalmente, metastases locais ou distantes. Para o diagnostico de céncer de
prostata ter validade clinica ¢ necessario que o estadiamento e a avaliagdo dos outros fatores
prognosticos sejam realizados de forma adequada. Hoje ndo existe um indice prognostico
infalivel, mas o uso de nomogramas com a combinacao de diversas variaveis ¢ a estratificagao
de riscos sdo capazes de melhor predizer a evolucdo da doenga e portanto, serd possivel uma
escolha do tratamento adequado de forma individualizada e definida apds discutir os riscos e

beneficios do mesmo [2, 48].
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Nossos resultados corroboram os dados da literatura para adenocarcinomas
de proéstata, especialmente no que diz respeito a idade no momento do diagnodstico
(predominancia da faixa etaria dos 60 anos) e a exposi¢do a alguns fatores de risco, como os
agrotoxicos. Os parametros relacionados ao processo tumoral caracterizaram a presenga de
tumores localizados, possivelmente tratdveis. E importante salientar que a composi¢do étnica
dos grupos imigrantes estabelecidos na regido paranaense foi bastante heterogénea,
predominando brancos, mas com ancestrais dos continentes europeu, africano e asiatico.
Desta forma, o presente estudo indicou que entre os fatores de risco para o carcinoma
prostatico, o mais relevante foi a exposi¢do ocupacional a agrotoxicos. Esta informagao tem
grand importancia epidemioldgica, pois a regido estudada ¢ eminentemente agricola. Os dados
apresentados poderdo, portanto, contribuir para a caracterizagdo dos individuos com

carcinoma de prostata e possivelmente para medidas de prevengao desta neoplasia.
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Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e comportamentais de pacientes com

carcinoma de proéstata (n=170).

Variaveis Casos
Eim‘egoling
Idade
Wariacio A2 80

Media = DP

Etnia
n (%o
Euro descendentes

A fro descendentes

Habito de Tabamista
n {%a)
Sima

M™Nao

Habito Je Efilista
n {%a)
S5im

Mao

Histomna Familiar de Cancer
n (%)
Sim

MNao

Exposicio a Agrofoxicos
. (%)
Simu

MNao
Consumo de Carme

. (%)
Camne vermelha

Carne Branca

G65.66 = 7593

154 (20, 6%4%)
16 (2. 42%)

26 (15.3%)
144 (84.7%%)

63 (37%)
107 (63%%)

84 (49.41%%)
86 (50.599%)

102 (60%%)
68 (40%%)

147 (B86.47%%)
23 (13.53%%)
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Tabela 2 — Parametros histopatologicos dos portadores de cancer de prostatapresentes no

estudo.
Parametros (categorias) MNumeros de {%a)
Pacientes
PSA no/ml
=0 4 2.36
4 1-10 Q0 58.23
10.1-20 a7 30 41
Escore de Gleason
2-4 1 0.7
5-G 25 S0
7 53 37.6
2-10 20 11.7
Estadiamento
T2XNo e T2alNo 35 2050
T2bMNo e T2cNo a7 390 41
T3aMNo e T3bMNo 47 27.64
T3cINo/1 e TA4IWo 1 21 12 36
Futensdo Extraprostatica
Simm 54 37.65
3o 106 62 35
Comprometimento de
wesiculas
Sim 18 10,59
MN3ao 152 84 41
Invras3ao Perineural
Presenca 3B 22 35
AnsSncia 132 TT.65
Metastase linfonodal
Presenca 7 411
AnsSncia 1563 o5 80
Bilateralidade
Simm 25 S0

Nao B85 S0
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Resumo

O cancer de prostata se constitui na forma mais comum de cancer em homens e ¢ a segunda
causa de Obito por neoplasias no sexo masculino. Polimorfismos genéticos em genes do
Citocromo P-450 (CYPs) e das Glutationa S-transferases (GSTs) podem influenciar no
aparecimento de tumores, pois levam a formacdo de enzimas com atividades alteradas. No
presente estudo cinco variantes alélicas polimorficas foram estudadas em 170 pacientes
submetidos a prostatectomia radical com diagnéstico histopatologico da doenga e em 170
controles sem evidéncia de carcinoma de prostata. As andlises foram realizadas por PCR—
alelo especifica para as variantes CYP1A1*2B e CYP1B1*2, PCR-RFLP para a variante
CYP3A4*1B e PCR-Multiplex para as variantes GSTT1*0 e GSTM1*0. O calculo da OR
(Odds ratio) e do intervalo de confianga (IC=95%) foi utilizado no estudo de associagdo e os
testes do Qui-Quadrado com tendéncia, Fisher e MannWhitney na avaliagdo dos parametros
histopatologicos. O estudo de associagdo caso-controle indicou auséncia de associagdo
positiva ou negativa para as seguintes variantes genéticas estudadas: CYPIA1*2B —
OR=1,03, IC 95%= 0,64-1,66; GSTM1*0 — OR= 0,64, IC 95%=0,420,98; GSTT1*0 — OR=
1,03, IC 95%=0,64-1,66. A analise estatistica apontou para uma associacdo positiva
significativa das variantes CYP1B1*2 (OR=1,55, IC 95%=0,98-2,47) ¢ CYP3A4*1B
(OR=1,51, IC 95%=0,97-2,37) para o cancer de prostata, estando os resultados no limite da
significancia. A andlise combinada dos gendtipos mostrou associagdo positiva significativa
para as combinagdes das variantes CYP1A1*2B, CYP1IB1*2 ¢ CYP3A4*1B (OR=2,55, IC
95%=1,085,99). A andlise dos pardmetros histopatolégicos com os gendtipos de
suscetibilidade ndo detectou diferencas estatisticamente significativas, exceto em relacdo a
variante CYP1A1*2B para invasdo perineural (p=0,0382), a variante GSTT1*O isoladamente
(p=0,0295) ¢ em combinagdo com a variante GSTM1*O (p=0,0251) e a combinagdo dessas
duas variantes de fase II com a variante CYP3A4*1B (p=0,0291), mostraram estatisticamente
significativas para grau histologico. Nossos resultados indicaram que algumas variantes
polimorficas analisadas isoladamente ou em combinacdo podem influenciar no
desenvolvimento e na progressao do cancer de prostata.
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Introducéo

O cancer de prostata transformou-se num grande problema de saude publica
mundial, com morbidade, mortalidade e perda de qualidade de vida significativas. O
carcinoma prostatico tornou-se o mais freqiiente tumor solido diagnosticado (1), com pico de
incidéncia por volta da sétima década de vida e a segunda causa de morte por cancer em
homens na Europa, Estados Unidos, América Latina e algumas partes da Africa. No Brasil os
dados de incidéncias nao estdo bem definidos. Segundo o Instituto Nacional de Cancer,
observam-se as mais altas taxas de incidéncia nos estados do Rio Grande do Sul, Parana, Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul, sendo estas atribuidas a fatores de risco étnicos e
ambientais (2).

A etiologia desta doenga permanece desconhecida, porém, dados clinicos e
epidemioldgicos sugerem que o desenvolvimento do cincer de prdstata ¢ um processo
multifasico, dependente da interacdo de fatores genéticos e ambientais (1). Diferencas
genéticas individuais, como a presenca de variantes alélicas em enzimas envolvidas na
biotransformacao de carcindgenos sao possiveis fatores de risco para esta neoplasia (3).

O sistema de biotransformagdo de drogas compreende duas classes de
enzimas: as do metabolismo oxidativo mediado, ou de Fase I, como a superfamilia do
Citocromo P450 (CYPs), e as enzimas conjugadas, ou de Fase II, como as do complexo das
glutationas Stransferases (GSTs). Alteracdes nestas fases resultam no acumulo de espécies
eletrofilicas, que tem capacidade de se ligarem ao DNA e induzirem mutagdes que podem
estimular a proliferagdo celular (4).

Os genes, CYP1A1, CYPIBI e CYP3A4 pertencem a familia de enzimas de
Fase I e estdo expressos em células normais e tecidos tumorais prostaticos (5). Os genes
CYPIA1 e CYPIBI participam da oxidacdo de hidrocarbonetos arométicos policiclicos
(PAHs), aminas aromadticas e esteroides. A presenca da variante alélica polimoérfica
CYP1A1*2B leva a troca de um nucleotideo no éxon 7 (A—G) (6), ¢ esta relacionada ao
aumento da atividade catalitica deste gene. O polimorfismo no cdédon 119 do gene CYPIBI1
(CYPIBI1*2), uma transicdo guanina-timina (G—T) (7), também resulta na formagdo de
enzimas variantes com atividade aumentada em relacdo a proteina selvagem, podendo
aumentar a suscetibilidade ao cancer de prostata (8-10). O gene CYP3A4 esta envolvido com

a bioativacao de esterodides, lipideos, carcindgenos e drogas utilizadas clinicamente (11) e a
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transi¢ao adenina-guanina (A—G) na regido promotora 5’ (5’PR), gerada pela presenga da
variante alé¢lica CYP3A4*1B esta associada com a diminui¢ao da expressao ou diminui¢ao da
atividade catalitica da enzima CYP3A4 (12). Esta ocorre em alta freqiiéncia em afro-
americanos portadores de carcinoma de prostata, sendo ainda associada com alto grau e
estagio tumoral avancado (12).

Os genes GSTM1 e GSTT1 catalisam a conjugacao da Glutationa (GSH)
com diferentes espécies de compostos eletrofilicos, como o benzo(a)pireno e outros PAHs
presentes no tabaco, tornando-os mais facilmente excretaveis (13) e também atuam na
protegdo contra produtos do estresse oxidativo (14). Estes genes sdo polimoérficos por delegio
completa e o fendtipo nulo da enzima leva a uma menor capacidade de metabolizar diversos
substratos (15). Genotipos GSTM1 e/ou GSTT1 nulos estdo associados a um aumento de risco
para cancer de bexiga, pulmao, colorretal e de cabeca e pescogo (16-18); assim, como ao
cancer de prostata (19), pois poderiam reduzir a capacidade de um organismo detoxificar
metabolitos reativos e aumentar os niveis de aductos de DNA, trocas entre cromatides irmas e
mutagdes somaticas nas células prostaticas (20).

Como a presenca destes polimorfismos varia entre os diferentes grupos
étnicos e pelo fato de possuirem um papel importante na biotransformacdo de agentes
ambientais e enddgenos, sua genotipagem se torna fundamental na validagdo do potencial de
risco ou protecdo para diferentes tumores malignos, incluindo o de préstata. Desta forma, o
objetivo proposto neste estudo foi analisar a associacdo das variantes polimorficas
CYP1A1*2B, CYP1B1*2, CYP3A4*1B, GSTM1*0 e GSTT1*0 quanto a suscetibilidade ao
cancer de prostata, além de associar as freqiiéncias observadas com aspectos histopatologicos

do tumor.

Matérias e Métodos

Caracterizagao da Amostra

Este estudo utilizou uma abordagem do tipo caso-controle de base-
hospitalar. Foram coletadas amostras de sangue periférico de 170 pacientes provenientes do
Hospital do Cancer de Londrina (HCL) e de Clinicas Urolédgicas de Londrina (PR), que foram
submetidos a prostatectomia radical com diagnostico histopatoloégico da doenca e de 170
homens sem evidéncia de carcinoma de prostata (grupo controle - PSA menor do que 2ng/ml

e toque retal nao suspeito de neoplasia. Os individuos do grupo controle eram provenientes do
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CISMEPAR (Consorcio Intermunicipal de Saude do Médio Paranapanema) e da Irmandade
Santa Casa de Londrina e foram pareados aos pacientes quanto a idade (= 5 anos), grupo
étnico (euro-descendente, asidticos e afro-descendentes) e habitos (tabagista e etilista). Os
individuos ex-fumantes que abandonaram o habito tabagista hd 10 anos ou menos foram
considerados como fumantes e individuos que consumiam pelo menos uma vez por semana
bebida alcoolica foram considerados etilistas. Pacientes submetidos a radioterapia ou
quimioterapia foram excluidos da amostra. A tabela 1 apresenta as caracteristicas

demogréficas e comportamentais da amostra estudada.

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas ¢ comportamentais de pacientes
com carcinoma de prostata (n=170).

VW ariaveis Casos
i ntego:iﬂs

Idade
Wariac3io 4280
Meédia = DP 65,56 = 7503
Etmia
%)
Euro descendentes 154 (90 6%
Afro descendentes 16 (9. 42%a)

Habito de Tabagista

n {%a)
Sim 26 (15.3%a)
MNao 144 (84 7T%%)

Habito de Etilista

n {%a)
Sim 63 (37%)
MNao 107 (63%)

Histomna Familiar de Cancer

n (%4)
Sim 84 (49.41%%)
Nio 86 (50.59%)

Exposicio a AgrotoxXicos

n {*a)
Sim 102 (60%a)
MNao 68 (40%a)

Consumo de Carne
n {%a)
Carne vermelha 147 (86.47%)

Carne Branca 23 (13.53%)




informacdes sobre os objetivos da pesquisa € o termo para a assinatura do Consentimento
Informado, para posterior coleta do material e preenchimento do Questiondrio Padrdo
(referente ao seu estilo de vida) (21) aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Estadual de Londrina, Hospital do Cancer de Londrina (HCL), CISMEPAR e da

Foi realizado um contato pessoal com cada doador que recebeu as

Irmandade Santa Casa de Londrina.

Isolamento do DNA e Genotipagem

DNA genomico foi extraido por salting out (22). Os primers utilizados para a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) foram desenhados de acordo com o Banco de Dados Gendmicos

(GDB www.gdb.org). A Tabela 2 apresenta as condi¢des da reacdo de amplificagdo e a

A andlise genotipica foi realizada com amostras de sangue periférico. O

seqliéncia de iniciadores para cada variante alélica estudada.
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Tabela 2 — Sequencias iniciadoras ¢ condicoes de reacao para a analise das variantes
CYP1A1*2B (23), CYP1B1*2 (7), CYP3A4*1B (24), GSTM1*0 e GSTT1*0 (25).

Gene Primer Seqiéncia Desnatwagic  Anelamento  Extensio  Cicle
CIP1Al CYPIAL-E (A) AAGACCTCCCAGCGGGCAAT 04°C, 6ls TOC, lmine 72°C, 30
CYP1AL-F (W) GAA AGG CTG GGT CCACCCTCT 30s 2min
CYFIAL-R(G) AAGACC TCC CAG CGGGCAAC
CIPIE] CYPIBEL-F (G) GGCCTTCGCOGACOGGCOGE 04°C, 30s 69°C, 30s 72°C, = 35
CYPIB1-R (W) GAAGTTGCGCATCATGCTGT
CYPIEL-F (T) GGCCTTCGCCGACOGGCOGT
CIPid4 CYP3A4-F GGAATGAGGACAGCCATAGAGACAAG 93°C. 60°C, 72°C, 30
GGGA 60s 1min30s Zmin
CYP3A4-R CCTTTCAGCTCTGTGTTGCTCTITGCTG
GETALL GSTMI-E GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 94°C, Smin 59°C, 60s 72°C, 30
GSTMI1-F GITGGGCTAAATATACGGTGG lmin
GETT1 GSTTI-F TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC
GSTTI-R TCACCGGATCATGGCCAGCA
CIPIAl CYPIALF GAACTGCCACTTCAGCTGTICT
(controle CYF1AL-R CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC
mtemo)
Enzima  Seqiiéncia de clivagem Condigdes de reacio
de 3'GAAGAME |37 restrigdo
restrigio
Mboll 37°C por 12 horas
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Variante polimorfica CYP1A1*2B: a variante polimorfica CYP1A1*2B (A
G) foi avaliada por meio da reacao de PCR alelo-especifica (23) modificada. A PCR foi feita
em um volume total de reacao de 25 nL, contendo 100ng de DNA, tampao de reacao 1x (Tris-
HCI1 20 mM, pH 8,4; KCl 50mM), 2 mM MgCl2, 2mM de cada dNTP, 10pMol de cada
primer, 1,25U de AmpliTaqg DNA polimerase e agua ultra pura esteril. Nesta reacao
foiutilizado controle negativo (agua ultra pura esteril). As condicoes de amplificagcdo por meio
da PCR alelo-especifica estao descritas na Tabela 2. Os produtos da amplificacao foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% corados com brometo de etideo e
fotografados sob luz ultravioleta. A reacao de amplificacao deste fragmento gerou um produto
de 340pb, que pode ser visualizado na forma de uma ou duas bandas no gel, dependendo se o

individuo possuia o genotipo prevalente (A/A), heterozigoto (A/G) ou raro (G/G) (Figura 1).

340pbh —>

Figura 1 — Padrao de bandas da variante polimorfica CYP1A1*2B. 1: individuo prevalente (A/A); 2:
individuo heterozigoto (A/G); 3: individuo raro (G/G); C: controle negativo (agua); M:
marcador de peso molecular DNA Ladder (100 pb).

Variante polimorfica CYP1B1*2: a variante polimorfica CYP1B1*2 (G T)
foi avaliada pela tecnica PCR alelo especifica (7) modificada. A PCR foi feita em um volume
total de reacao de 15 nL, contendo 100ng de DNA, tampao de reacao 1x (Tris-HCI 20 mM,
pH 8,4; KCI 50mM), 1,5 mM MgClz, 0,8 mM de cada ANTP, 10pMol de cada primer, 0,5U
de AmpliTaq DNA polimerase e agua ultra pura esteril. Nesta reacao foi utilizado controle
negativo (agua ultra pura esteril). As condicoes de amplificacao por meio da PCR
aleloespecifica estao descritas na Tabela 2. Os produtos da amplificacao foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo de etideo e fotografado sob luz
ultravioleta. A reacao de amplificacao deste fragmento gerou um produto de 130pb, que pode
ser visualizado na forma de uma ou duas bandas no gel, dependendo se o individuo possuia o

genotipo prevalente (G/G), heterozigoto (G/T) ou raro (T/T) (Figura 2)
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G/G </'T T/'T

130ph —>*

Figura 2 — Padrao de bandas da variante polimorfica CYP1B1*2. 1 e 2: individuo prevalente (G/G);
3: individuo heterozigoto (G/T); C: controle negativo (agua); M: marcador de peso
molecular DNA Ladder (100 pb).

Variante polimorfica CYP3A4*1B: a variante polimorfica CYP3A4*1B (A
Q) foi avaliada por meio da reacao de PCR- RFLP (24). A PCR foi feita em um volume total
de reacao de 25 nL, contendo 100ng de DNA, tampao de reacao 1x (Tris-HCI 20 mM, pH 8,4;
KCl1 50mM), 2 mM MgCl12, 2mM de cada dNTP, 10pMol de cada primer, 1,0U de AmpliTaq
DNA polimerase e agua ultra pura esteril. Nesta reacao foi utilizado controle negativo (agua
ultra pura esteril). As condicoes de amplificacao por meio da PCR aleloespecifica estao
descritas na Tabela 2. Os produtos amplificados foram submetidos a clivagem com a enzima
de restricao Mboll (5U; Amersham Pharmacia Biotech) no volume final de reacao de 15 nL e
submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%, corados com brometo de etideo e
fotografado sob luz ultravioleta. Os iniciadores (Tabela 1) originam um produto de
amplificacao de 385pb, que apos a clivagem, originam tres possiveis genotipos: o genotipo
homozigoto raro (G/G) possui um sitio para a enzima de restricdo Variante polimorfica
CYP3A4*1B: a variante polimorfica CYP3A4*1B (A G) foi avaliada por meio da reacao de
PCR- RFLP (24). A PCR foi feita em um volume total de reacao de 25 nL, contendo 100ng de
DNA, tampao de reacao 1x (Tris-HCI 20 mM, pH 8.,4; KCI 50mM), 2 mM MgCl2, 2mM de
cada ANTP, 10pMol de cada primer, 1,0U de AmpliTaq DNA polimerase ¢ agua ultra pura
esteril. Nesta reacao foi utilizado controle negativo (agua ultra pura esteril). As condicoes de
amplificacao por meio da PCR aleloespecifica estao descritas na Tabela 2. Os produtos
amplificados foram submetidos a clivagem com a enzima de restricao Mboll (5U; Amersham
Pharmacia Biotech) no volume final de reacao de 15 nL e submetidos a eletroforese em gel de
agarose 3%, corados com brometo de etideo e fotografado sob luz ultravioleta. Os iniciadores
(Tabela 1) originam um produto de amplificacao de 385pb, que apos a clivagem, originam
tres possiveis genotipos: o genotipo homozigoto raro (G/G) possui um sitio para a enzima de

restricdo Mboll, que cliva o produto, gerando duas bandas de 210, 175 e 41 pb; o genétipo
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prevalente (A/A) equivale as bandas de 175, 169 e 41 pb e o heterozigoto (A/G) corresponde
as 4 bandas de 210, 175, 169 e 41 pb como mostra a Figura 3.

AG GG AN GG

210pb —
175pb —
169pb —

Figura3— Padrao de bandas da variante polimorfica CYP3A4*1B. 1: individuo heterozigoto
(A/G); 3: individuo prevalente (A/A); 2 e 4 individuo raro (G/G); C: controle negativo
(agua + reagentes); M: marcador de 100 pb.

Variantes polimorficas GSTM1*O e GSTT1*O: as variantes polimorficas
GSTM1*0O e GSTT1*O foram avaliadas por meio de PCR Multiplex (25), modificada. A PCR
foi feita em um volume total de reacao de 25 nL, contendo 100ng de DNA, tampao de reacao
Ix (Tris-HCI 20 mM, pH 8,4; KCI 50mM), 2 mM MgCI2, 2mM de cada dANTP, 10pMol de
cada primer, 1,25U de AmpliTaq DNA polimerase e agua ultra pura esteril. Nesta reagao
foram utilizados controles negativo (agua ultra pura esteril) e positivo (gene CYP1A1) que
originou um fragmento nao polimorfico de 312 pb. As condicoes de amplificacao por meio da
PCR-multiplex estao descritas na Tabela 2. Os produtos da amplificacao foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% corados com brometo de etideo e fotografado sob luz
ultravioleta. Os fragmentos de 215 pb e 480 pb foram observados nos individuos GSTM1 e
GSTT1 positivos, respectivamente. A ausencia de amplificacao das variantes GSTM1*0 (215
pb) ou GSTT1*0 (480 pb), na presenca do controle interno, indica os respectivos genotipos

nulos para cada variante ou para ambas (Figura 4).

e i R L i e i e

480pb —
320pb —
215pb —

Figura 4 — Padrao de bandas dos genes GSTM1 e GSTT1 (CYP1Al: controle interno). 1, 3,4 e 5
individuo GSTT1+ e GSTM1+; 2: individuo GSTT1+; 6: individuo GSTM1 ¢ GSTT1 nulo;
C: controle negativo (agua + reagentes). M: marcador de 100 pb.
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Andlise Estatistica dos Dados

O teste t de Student foi utilizado para comparar as médias de idade entre
pacientes e controles.

Para analisar a associagcdo entre as variantes polimorficas e o cancer de
prostata, foi comparado o total de pacientes com o de individuos controles, utilizando tabelas
de contingéncia 3X2 para os genes CYP1A1l, CYPIB1 e CYP3A4 e 2X2 para os genes
GSTM1 e GSTT1 (heterozigotos ndo identificados), estimados pelo célculo da Odds Ratios
(ORs) e do Intervalo de Confianga a 95% (IC).

A andlise conjunta de genotipos raros e/ou heterozigotos foi realizada
através de tabelas de contingéncia 2X2, considerando-se combinagdes genotipicas de enzimas
de Fase I, de Fase I e Fase Il e apenas de Fase II.

Os valores de OR e respectivos IC foram determinados com o auxilio do
programa DPP Braile Biomedical (http://www.braile.com.br).

Para a andlise dos sete parametros histopatologicos (escore de Gleason,
extensdo extracapsular, comprometimento de vesiculas seminais, invasdo perineural,
bilateralidade, comprometimento linfonodal e estadiamento) com os gendtipos raros e/ou
heterozigotos isoladamente e considerando as combinagdes genotipicas de genotipos de Fase
I, de Fase I e Fase II e apenas de Fase II foi utilizado o teste exato de Fisher. O teste do Qui-
Quadrado com tendéncia foi realizado para a analise do grau histoldgico do carcinoma com os
genotipos considerados de risco.

O teste t de Student foi utilizado para a avaliacdo do nivel de PSA com os
genotipos dos genes CYP1B1, CYP3A4 e GSTTL. J4 para os genes CYP1A1 e GSTM1 foi
utilizado o teste de Mann-Whitney.

A possivel associagdo dos parametros histopatolégicos com os gendtipos foi
realizada com o auxilio do programa estatistico InstatData e o valor de p<0,05 foi adotado

como limite de significancia.

Resultados

A amostra foi majoritariamente composta por euro-descendentes (90,6%).

Observamos que 26 pacientes (15,3 %) tinham o hébito tabagista e 63 (37%) eram etilistas. A

média de idade dos pacientes foi 65,66 £ 7,593 anos e a média da idade dos controles foi
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63,64 + 8,518 anos, apresentando uma diferenga estatisticamente significativa (t=3,068;

P=0,0013) entre elas (Tabela 1).

Estudo de Associacao

A Tabela 3 apresenta a distribuicdo dos gendtipos raros, heterozigotos e

prevalentes, ORs e IC a 95% e a associagdo combinada das variantes alélicas abordadas neste

estudo.

Tabela 3 — Distribuicao dos genotipos raros, heterozigotos e prevalentes, ORs e intervalos
de confianca 95% em pacientes com cancer de prostata (n=170) e individuos

controles sem historia de cancer de prostata (n=170)

Gene Controles Pacientes OR (IC 95%%)
i n
GHR GP GHE GP

CYPIAT (4°G) 21 124 36 123 1.73 0,95 -3.13
CYPIAT (GG) 25 124 11 123 0.44 0.21-1.01
CYPIAIAGHEG) 446 124 47 123 1.03 0.64 - 1.66
CYPIEI (&T) 58 61 70 45 1.64 097 —-2.75
CYPIBI (T/T) 51 61 55 45 1.46 0.85-251
CYPIEBT ((T+T:T) 109 61 125 45 1.55 098 —247*
CYP3A4 (4Gl 40 118 30 102 1.45 (.88 —2.37
CYP3AL (GG) 12 118 18 102 1.74 0.80—-3.77
CYPIAL (A'GHEG) 52 118 68 102 1.51 097 —-237*
ST o7 73 78 o2 0.64 0.42 -0.98
8TT1 46 124 47 123 1.03 0.64 - 1.66
CYPIAI/CYPIBI/CYP344 B8 162 19 151 2.55 1.08 - 5.00%
GSTMIT A GSTTI 35 35 26 144 0.70 0.40-1.22
CYPIAT/GSTMI /GSTT1 5 165 3] 164 1.21 0.36-403
CYPIBIAGSTMI /1 GSTTI 26 44 17 153 0.62 0.32-1.18
CYPIALGSTMI /1 GSTTI 7 63 12 158 1.77 0.68 -4.61

GHR:

da amostra. * significancia estatistica.

Os

resultados

do estudo de associacdo das

variantes

genotipo raro e/ou heterozigoto; GP: genotipo prevalente; OR: Odds Ratio; n: numero de individuos

estudadas,

CYP1A1*2B, GSTM1*0 e GSTT1*0, indicaram auséncia de associa¢do positiva ou negativa

com relacdo a suscetibilidade ao cancer de prostata (Tabela 3). A andlise das variantes
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CYPIB1*2 e CYP3A4*1B apontou para uma associa¢ao positiva significativa para o cancer
de prostata, estando os resultados no limite da significancia.

Ao analisar os genoétipos heterozigotos e/ou raros de forma conjunta, se
observou associagdo positiva para a combinag¢do das variantes CYP1A1*2B, CYP1B1*2 ¢
CYP3A4*1B em um risco de 2,55 vezes maior para o desenvolvimento do cancer de prostata

(Tabela 3).

Analise dos Parametros Histopatoldgicos

Os gendtipos heterozigotos e/ou raros (GHR) e prevalentes (GP) das cinco
variantes estudadas no presente trabalho foram correlacionados com diferentes parametros:
escore de Gleason, extensdo extracapsular, comprometimento de vesiculas seminais, invasao
perineural, comprometimento linfonodal, bilateralidade, estadiamento do tumor e nivel de
PSA.

Nao foram observadas diferencas significativas quando os pacientes com
gendtipos raros e/ou heterozigotos foram comparados com os prevalentes para nenhum dos
seguintes parametros: extensdo extracapsular, comprometimento de vesiculas, invasao
perineural, comprometimento linfonodal, bilateralidade e estadiamento do tumor. No entanto,
quando o parametro invasdo perineural foi analisado frente aos dados da variante

CYP1A1*2B, obteve-se um resultado estatisticamente significativo (Tabela 4).
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Tabela 4 — Distribuicao dos pacientes portadores de cancer de prostata com genotipos
raros e/ou heterozigotos (GHR) e prevalentes (GP) com presenca ou
ausencia de extensdo extracapsular (EC), comprometimento de vesiculas
(CV), invasao perineural (IP), bilateralidade (B) e invasao de linfonodos
(IL). *p <0,05.

Variante EC cv IL IP B
Polimdrfica P A P A P A P A P A
(&3 51 72 13 110 5 118 31 92 63 60
CTPIAI*IB (4G} GHE 15 32 5 42 1 46 5 42 20 27
P 0,2935 1,000 1,000 0.0382% 0.3913
CP 21 24 e 243 11 34 3 22
CYPIEI*2 iG/T) CHE 45 80 61 &3 s 120 22 103 62 63
o 0.2172 1,000 1,00 03797 1000
GP 43 39 11 91 5 118 22 80 41 61
CTP3AL*1B (A} CHE 23 45 7 6l 1 46 15 53 33 35
p 0.3355 0,4382 1,000 1,000 03437
CP 35 57 12 80 4 g8 18 74 42 50
GSTMI*0 CHE 6 42 £ T2 1073 19 59 41 37
P 0,393 0,3214 1,000 04625 04417
CP 50 73 14 109 7116 5 38 61 &2
GSTT10 GHE
17 30 1 44 o 47 29 97 231 214
o 0.7259 0,449 0,1919 06812 1000
CYP1AI*2E/ CP &1 90 18 133 7 144 36 115 76 76
CYPIBI*2 GHR 5 14 0 19 o 19 1 18 7 11
CTPiA4*1IB
P 0.3197 1,000 1,000 00782 0.4580
GSTMI*0/ P 55 88 17 134 7 138 il 113 70 73
GSTT10 CHE 11 16 1 18 o 25 & 20 13 14
P 08324 0.6068 1,000 08018 1,000
CYPIAI*2B/ GP 64 100 18 133 7 159 37 129 82 84
GSTMI*0/ CHE 2 4 0 19 o 4 0 4 1 3
GSTT10
P 1,000 02272 1,000 0,577 0.6208
CYPIEI*2 GP 58 93 18 133 T 143 33 119 76 76
GSTMI* CHE 711 o 19 o 18 4 14 711
GSTTI*0
p 1,000 02272 1,000 1,000 0.4580
CYPi44*1B/ P 62 96 18 133 7 151 34 126 77 8O
GETMI*0/ CHE 4 o 19 o 2 3 7 5 7
GSTTI*0
B 07678 0,2272 1,000 04550 0,7669

A analise do escore de Gleason (teste Qui-Quadrado com Tendéncia) no
total de pacientes com gendtipos raros e/ou heterozigotos e genoétipos prevalentes frente a
todas as variantes estudadas ndo indicou diferenca estatisticamente significativa, com excecao

da variante GSTT1*0 isoladamente, em combinagdo com a variante GSTM1*O ¢ na



70

combinacao dessas duas variantes de fase II com a variante CYP3A4*1B, onde se observou

uma tendéncia linear significativa (Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicao dos pacientes com genotipos heterozigotos e/ou raros
(GHR) e prevalentes (GP) com diferentes escores de Gleason

) Variante - Escore Escore Escore Escore X° com
Polimarfica 2a4d S5a6 7 Salld tendencia
(p)
P GHR GP GHR GP GHER P GHER
CYPIAI*IE 01 65 23 47 17 11 6 0.,0000
(4Gl (0.7640)
CYPIBI*=2 {&'T}) 1 0 28 75 16 30 3 11 0,07830
(0.7795)
CYP3A4L*IB 1 0 52 35 36 20 13 4 02602
(4Gl {0,6100)
GSTMI*0 10 35 41 30 28 70 0.6465
(0.4214)
GSTTI=*0 10 62 31 43 15 17 1 4.735%
(0.0295)
CYPIAI*2E/ 1 0 76 9 56 6 21 1 0.4150
CYPIBI*Y (10,5194
CYPIA4*1IB
GSTMI*0/ 1 0 36 16 70 10 17 0 5.016%
GSTTI*0 (0,0251)
CYPIAI*2E/ 1 0 22 3 66 1 17 0 00,9456
STMI*0 {0,3308)
GSTTI=0
CYPIBI*) 1 0 79 11 55 7 17 0 1.123
GSTMT =0/ {10,2893)
GSTTI*0
CYP2A4*1B/ 1 0 78 11 02 2 16 0 4 763%
GSTMI =0/ (10,0291}
GSTTI=0
*p < 0,05

As médias dos niveis de PSA dos pacientes com genotipos raros,
heterozigotos e prevalentes para os cinco SNPs estdo apresentados na tabela 6. Os resultados
das analises relativas aos niveis de PSA ndo demonstraram diferencas estatisticamente

significativas para nenhuma das varientes analisadas.
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Tabela 6 — Distribuicao dos pacientes com genotipos heterozigotos e/ou raros
(GHR) e prevalentes (GP) com diferentes medias dos niveis do

antigeno prostatico benigno (PSA)

Variante Gendtipo Genotipo P
Polimorfica Prevalente Heterozigoto e/on
Raro
N N
(XA+5D) (R=5D)
CYPIAI*2B (4'G) 123 47 0.9600
(10,638 868) (10,56=5.70)
CYPIBI=2 (&T) 45 125 0.9433
(10,5908 006) (10.496=7.445)
CYPIA4IB (4'G) 102 68 0.9506
(10.466=7.340) {10,54=8.006)
GSTMI*0 a2 L 07890
(102717=8.200  (10,5864=6.7541)
GSTTI*0 123 47 0.5930
(10,6738+7 601) (90707 6431)
CYPIAI=2B/ 151 19 0,5369
CYPIBI=2 (10.5980=7.96) (9.584=3.396)
CYP344=IE
GSTMI=0/ 144 26 0.5287
GSTTI*0 (10.608=7.36) (10,1092=0.035)
CYPIAI=2E/ 165 5 0.,5907
GSTMI=0/ (10.579=7.63) (10,044=6.692)
GSTTI*0
CYPIBI=Y 152 18 0,5385
GSTMI =0/ (10,655=7.9) (9.0894=4 3609)
GSTTI*0
CYPIA4=IB/ 158 12 0.5511
GSTMI=0/ (10,6653=7.93) (5.284=3.762)

GSTTI*0

N= numero de individuos

X[1}SD: Media [1} Desvio Padrao

*p < 0,05

Discussao

A American Cancer Society (26) estimou que, durante o ano de 2008,

aproximadamente 186.320 novos casos de cancer de préstata seriam diagnosticados nos

Estados Unidos. No Brasil, o numero de casos novos diagnosticados estimados para 2008 foi
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de 49.530 para 100 mil homens. Estes valores correspondem a um risco estimado de 52 casos
novos a cada 100 mil homens (2).

Embora exaustivamente pesquisado, o papel dos fatores ambientais e
genéticos na génese do cancer de prostata permanece, ainda, ndo muito bem compreendido.
Alguns estudos enfatizam a provavel associagdo desta doenga com componentes dietéticos,
fatores ambientais e estilo de vida (27) além de fatores genéticos, como a presenca de
variantes polimorficas em enzimas metabolizadoras de xenobidticos (19).

Neste trabalho foram analisadas variantes polimorficas nos genes CYP1AI,
CYPI1BI1, CYP3A4, GSTM1 e GSTTI e a possivel suscetibilidade ao cancer de prostata. A
escolha destas variantes polimorficas alélicas justifica-se por seu potencial como marcadores
de suscetibilidade para diferentes tipos de cancer, uma vez que participam da via metabdlica
dos esteroides, drogas terapéuticas, arilamidas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
indicando individuos ou populagdes com diferengas na suscetibilidade ao cancer de prostata.

Dados clinicos e epidemiologicos sugerem que o desenvolvimento do
cancer de prostata ¢ um processo multifasico (27). Segundo Carter et al. (28), 20% de homens
com idade entre 50 a 60 anos e 50% com idade entre 70 a 80 anos apresentam evidéncias
histologicas de malignidade. Homens com 50 anos tém um risco estimado de 42% de
desenvolvimento histolégico, um risco de 9,5% de desenvolvimento clinico da doenga e um
risco de 2,9% de morrer desta neoplasia (27). A maior parte dos portadores de cancer de
prostata do presente estudo (50,7%) pertencia a faixa etaria de 60 a 69 anos (Tabela 1). Esses
dados confirmam que o carcinoma de prostata ¢ uma doenga associada com a idade, com pico
de incidéncia por volta da sétima década de vida (1).

Segundo a American Cancer Society (26), afroamericanos apresentam as
maiores taxas de cancer de prostata no mundo (275,3 por 100.000 homens), sendo esta
incidéncia 60% maior que nos brancos (172,9 por 100.000). Na amostra avaliada neste
trabalho, apenas 16 homens (9,4%) eram afro-descendentes, o que pode explicar a ndo
concordancia dos dados obtidos para a presente amostra com a propor¢do descrita na literatura
(Tabela 1). Deve-se salientar, porém, que de acordo com Arruda et al. (29), a origem étnica da
populagdo brasileira ¢ altamente heterogénea, e ¢ composta por ancestrais indigenas, com
imigrantes europeus, africanos e asiaticos. Neste sentido, os dados do presente estudo poderao
contribuir com estudos epidemiologicos futuros sobre a incidéncia de cancer de prostata em
populacdes de diferentes regides brasileiras, incluindo o sul do Brasil, onde os negros sido

menos representados do que em outras regioes.
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Variantes polimorficas raras nos genes que metabolizam xenobioticos, como
os da superfamilia Citocromo P450 (CYP) e os da familia Glutationa S-transferase (GST)
podem aumentar a quantidade de carcindgenos nas células, pois geram um aciimulo de muitos
aductos de DNA, pela ineficiéncia de inativagdo ou excre¢do de carcindgenos ativados (30).
Danos no DNA gerados do acimulo de aductos afetam diretamente as vias de sinalizagdo do
estresse celular e/ou vias de reparo a danos, resultando em instabilidade gendmica,
hipermutabilidade e iniciagdo tumoral. Além disso, os niveis das enzimas CYPs também estdo
relacionados com as vias de transducdo de sinal, que alteram o ciclo celular, levando a
promogao e progressao tumoral (31).

A associagdo entre polimorfismos de base tnica no gene CYP1A1 e cancer,
como os de pulmdo, mama, ovario, bexiga e prostata tem sido bem documentada (4,32-35).

Estudos caso-controle tém associado a variante alélica polimorfica
CYP1A1*2B ao risco de cancer de prostata (8,36). Quinones et al. (37) demonstraram, em
uma populagdo japonesa, que o genotipo CYP1A1*2B apresentou um risco significativamente
aumentado para o cancer de prostata (OR=2.6; 95% IC=1.11-6.25). Os dados do presente
estudo (OR= 1,03; IC 95%= 0,64 -1,66) (Tabela 3) ndao confirmam tais achados, mas
corroboram os de Silig et al. (38) (OR=0,9; IC 95%: 0,5-1,9) e Figer et al. (39) (OR=1,6; IC
95%: 0,6-3,8), que estudaram, respectivamente, populacdes chinesa e israelense, e também
ndo encontraram associagdo positiva quanto ao desenvolvimento da doenga.

Similar a enzima codificada por CYP1A1l, a enzima CYPIBI pode ativar
diversas compostos ambientais e pro carcinogenos presentes na dieta, além de ter papel na
metabolizacdo de hormonios esterdides, incluindo estrogenos, testosterona e progesterona.
Mutagdes de ponto no sitio de ligagdo-heme do gene CYPI1BI1, especialmente o polimorfismo
no cédon 119, que promove uma substituicdo de uma alanina (Ala) por uma serina (Ser), foi
relacionado com o aumento da atividade catalitica da enzima (10). Desta forma, este genotipo
pode ser um fator de risco para muitos tumores, como os de mama (10), pulmao (40), renal
(41) e prostatico (7,9). Nossos dados apontam para uma associagdo significativa dos
gendtipos G/T e T/T com a suscetibilidade ao cancer de prostata, estando os resultados
estatisticos no limite da significancia (OR= 1,55, IC 95%= 0,98-2,47) (Tabela 3). Diante deste
resultado, os genotipos heterozigotos e raros para a variante CYP1BI1*2 podem ser
considerados de risco para o cancer de prostata.

Outros polimorfismos vem sendo associados com tumores de prostata,
incluindo aqueles responsaveis pelo crescimento e diferenciacdo da glandula prostatica, como

os observados nos genes para receptor de vitamina D e CYP3A4. Ha relatos que a presenca da
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variante polimérfica CYP3A4*1B aumenta o risco de desenvolvimento de cancer de prostata
devido ao seu envolvimento com a desregulacdao da proliferacdo e diferenciacao das células
prostaticas (42,43). Bangsi et al. (12) verificaram que em homens afroamericanos a presenga
desta variante polimorfica estava fortemente associada com caracteristicas de diagnostico
agressivo para cancer de prostata. Em contraste, alguns estudos ndo observaram resultados
estatisticamente significativos quanto a presenca da variante polimorfica CYP3A4*1B e o
cancer de prostata (42,44,45). Nossos dados também ndo demonstraram uma associa¢ao
positiva ou negativa entre esta variante e o cancer de prostata (OR= 1,51, 95% IC: 0,97-2,37)
(Tabela 3).

Diversos autores descreveram que a delecdo em homozigose de GSTM1 e
GSTT1 pode conferir suscetibilidade aumentada ao céancer (46), incluindo oral, laringe,
bexiga, testiculo, e prostata (8,3,15,19,47,48,49). O genétipo nulo desses genes leva a
auséncia da enzima e, conseqiientemente, diminui a detoxificacdo de inimeros compostos
potencialmente carcinogénicos, como produtos presentes no tabaco, drogas e poluentes
ambientais (8). Segundo e Aktas et al. (8) e Chang et al. (9), o gendtipo nulo das variantes
GSTM1*0 e GSTT1*0 estdo ligados a uma maior suscetibilidade ao cancer de prostata.
Contrariamente, Murata et al. (50) ndo demonstraram associacdo entre a auséncia destes genes
e este cancer (GSTM1: OR=1,3; IC 95%: 0,82-2,04; GSTT1: OR = 1,45; IC 95%: 0,89-2,3).
Nossos dados também indicaram auséncia de associagdo para ambos os genes (Tabela 3).

A maioria dos estudos ndo demonstra associacdo de variantes alélicas
isoladas com o cancer de prostata, pois os genes do biometabolismo ndo agem isoladamente e
a avaliagdo de multiplos genes que interagem durante a exposi¢do a carcindgenos pode ser
necessdria para se compreender este fendmeno. Da mesma forma que na andlise dos
gendtipos isoladamente, quando realizamos a andlise combinada entre os genotipos
heterozigotos, raros e prevalentes para as variantes das enzimas de Fase [ (CYP1A1*2B: A/G
e G/G; CYP1B1*2: G/T e T/T; CYP3A4*1B: A/G e G/G), de Fase I (GSTM1*0 e GSTT1*0)
e de ambas as Fases [ e II (GSTM1 nulo — GSTM1*0; GSTT1 nulo — GSTT1*0; A/G ¢ G/G —
CYPIA1*2B; G/T e T/T — CYP1B1*2; A/G ¢ G/G — CYP3A4*1B), nao foram observadas
associagdes positivas ou negativas (Tabela 3). Um estudo realizado com 125 brasileiros
portadores de carcinoma de prostata demonstrou um risco aumentado para esta doenca em
uma combinacdo das variantes A/G e G/G do gene CYP1AIl com os gendtipos GSTM1 e
GSTT1 nulos (19). Nesta amostra avaliada por Lima-Jr et al. (19), 60% dos individuos eram
fumantes, enquanto em nosso estudo apenas 15,3% dos pacientes apresentavam esse habito.

Este fator de risco pode ter sido o diferencial dos nossos resultados, uma vez que as
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porcentagens de pacientes com relagdo as outras caracteristicas avaliadas (habito etilista,
idade, parametros histopatologicos do tumor) foram similares.

Os genotipos estudados no presente trabalho foram ainda correlacionados
com os niveis de PSA e parametros histopatologicos (extensdo extracapsular,
comprometimento de vesiculas, invasdo perineural, comprometimento linfonodal,
bilateralidade, graduagdo histologica do sistema de Gleason e estadiamento do tumor). Os
resultados das analises das variantes candidatas nao mostraram diferencgas estatisticamente
significativas com relagdo aos parametros avaliados, exceto em relacdo a andlise da variante
CYP1A*2B1, que apresentou significancia estatistica para invasdo perineural (p = 0,0382), ou
seja, na presenca do gendtipo de risco o paciente tem uma maior suscetibilidade a invasao
perineural. Observando os dados desta analise, pode-se deduzir que tal significancia se deve
ao baixo niimero de individuos com invasdo perineural e com gendtipos heterozigotos e/ou
raros (n=5) em relagcdo aqueles com genoétipos prevalentes (n=42). A presenca do gendtipo
nulo da variante GSTT1*0 isoladamente ou em combinagdo com o genotipo nulo da variante
GSTM1*0 e a combinagdo desses genotipos nulos com os genotipos heterozigotos e/ou raros
da variante CYP3A4*1B se mostraram estatisticamente significativas em relagdo ao grau
histolégico do tumor, indicando que os pacientes com genotipo nulo para este gene
(isoladamente ou em algumas combinagdes genotipicas) tinham uma maior suscetibilidade a
tumores com escores de Gleason 5 e 6 (p = 0,0295), considerados moderadamente
diferenciados (comportamento menos agressivo).

Nossos resultados indicam que as variantes polimorficas estudadas no
presente trabalho, por serem expressas no tecido prostatico e terem papel chave no
biometabolismo de esteroides e carcindgenos, podem contribuir de forma isolada (CYP1B1%*2
e CYP3A4*1B) ou combinada (CYP1A1*2B/CYP1B1*2/CYP3A4*1B) para o aumento da
suscetiblidade ao cancer de prostata. Deve-se salientar que a presenga de associacdo positiva
destas variantes polimorficas com o cancer de prostata em uma populacdo brasileira
predominantemente euro-descendente, ndo tabagista e ndo etilista sugere que a exposicao a
outros carcindgenos pode possivelmente ser responsavel pelos resultados obtidos. Uma
hipdtese a ser averiguada ¢ a exposi¢do o cupacional por mais de 10 anos a agrotoxicos

observada na presente amostra.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, concluimos que:

 apesar das variantes alelicas CYP1A1*2B, CYP1B1*2, CYP3A4*IB,
GSTM1*0 e GSTT1*0, serem expressas no tecido prostatico e terem papel chave no
biometabolismo de esteroides e carcinogenos, parecem nao contribuir de forma isolada para o
aumento da suscetibilidade ao cancer de prostata;

» foi observada uma associacao positiva das variantes CYPIBI*2 e
CYP3A4*1B com o cancer de prostata, estando os resultados no limite da significancia;

* as combinacoes genotipicas nao se mostraram associadas ao
desenvolvimento do carcinoma de prostata quando foram consideradas combinacoes das
variantes de fase I e de fase Il (CYP1A1*2B e GSTM1*0 e/ou GSTT1*0; CYP1B1*2 e
GSTM1*0 e/ou GSTT1*0; CYP3A4*1B e GSTM1*0 e/ou GSTT1*0 ) e apenas de fase II
(GSTM1*0 e GSTT1*0);

* as combinacoes das variantes CYP1A1*2B, CYP1IB1*2 ¢ CYP3A4*1B
(OR=2,55, IC 95%=1,08-5,99) mostrou associacao positiva significativa;

* nao ha indicacoes de que estas variantes alelicas influenciem na progressao
para estagios mais avancados do processo tumoral, por nao se mostrarem associadas a
parametros histopatologicos ligados a progressao da doenca, tais como graus 7 a 10,
estadiamento T4, e invasao a outros orgaos ou estruturas adjacentes;

* a presenca do genotipo de risco do gene CYP1A1 apresentou significancia
estatistica para invasao perineural, ou seja, na presenca do genotipo de risco o paciente tem
uma maior suscetibilidade a invasao perineural deduzindo-se que tal significancia se deve ao
baixo numero de individuos com invasao perineural e com genotipos considerados de risco
em relacao aqueles com genotipos considerados de nao risco;

* a presenca da variante GSTT1*O isoladamente (p=0,0295) e em
combinagdo com a variante GSTM1*O (p=0,0251) e a combinacao dessas duas variantes de
fase Il com a variante CYP3A4*1B (p=0,0291), mostraram significancia estatisticamente
significativa para grau histologico, uma vez que aumenta a suscetibilidade a tumores com
graus de Gleason 5 e 6 (considerados moderadamente diferenciados - (comportamento menos
agressivo) e grau 7 (considerados diferenciados). Tal significancia se deve tambem ao baixo

numero de individuos heterozitos e/ou raros com estes graus na amostra;
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* a exposicao ocupacional por 10 anos ou mais a agrotoxicos destacou-se

entre os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de prostata na presente amostra.
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ANEXO A
Informagoes ao Doador

Nome do projeto de pesquisa: “Marcadores moleculares em cancer de prostata.”

1 Justificativa e objetivos da pesquisa:

2 Procedimentos a serem utilizados:

Cerca de 200 pacientes com niveis de PSA acima de 4ng/ml aos quais foi

indicada bidpsia prostatica por agulha ou prostectomia radical serdo submetidos aos seguintes

procedimentos:

b)

d)

d)

Os doadores responderdo a um questiondrio padrdo referente ao seu
grupo étnico, estilo de vida, idade, local de nascimento, habito
tabagista, historia familial de cancer etc... Nesta etapa eles poderao
fazer todas as perguntas que acharem necessarias para um perfeito
esclarecimento de todas as suas duvidas.

Um profissional da area de satide, devidamente treinado, colhera cerca
de 10 ml de sangue (pung@o venosa) com seringa plastica descartavel,
de cada voluntario.

O sangue e uma amostra do tecido tumoral incluido em parafina serdo
levados ao Laboratério de Genética e Mutagénese da UEL e serdo
devidamente processados para extragdo do DNA e andlise genética
molecular através de uma técnica denominada PCR.

Os resultados serdo analisados e correlacionados com habito de vida,
idade, histéria familial de cancer e outros fatores da vida de cada
doador.

O término deste estudo estd previsto para aproximadamente 48 meses.

3 Desconforto e Riscos:

Durante a colheita do sangue o doador podera sentir desconfortos, ou uma

ligeira dor decorrente da picada da agulha no braco, ou ainda, dependendo do estado

emocional da pessoa, sentir panico ao ver seu proprio sangue ou mesmo uma fobia pela

agulha da seringa. As vezes podem ocorrer sentimentos de desconfianca por parte do doador
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em relagdo ao profissional que estd retirando o sangue. Quanto aos riscos de se doar sangue,
estes sdao inexistentes, pois todo o material utilizado serd descartavel, eliminado qualquer
possibilidade de contaminacdo por esta via. Também ndo ha riscos de perda de sangue neste

Processo.

4 Beneficios esperados:

Os beneficios com relagdo a este estudo se constituirdo em informar ao
médico oncologista responsavel os resultados obtidos nesta pesquisa e suas implica¢des ao
paciente. O médico, por sua vez, ficara encarregado de passar as informagdes pertinentes ao

paciente.

5 Informagdes adicionais a respeito deste estudo:

O sangue sera coletado com seringas e¢ agulhas estéreis e descartaveis e
juntamente com o tecido tumoral serdo processados nas dependéncias da UEL, em ambiente
esterilizado e por profissionais adequados. No entanto, existem diferencas entre as células dos
individuos em responder as técnicas utilizadas e, portanto, em alguns casos, ha a necessidade
de se repetir a colheita do material. Caso isto aconteca, o doador podera ser contactado para

uma nova doacao de sangue.

6 Confiabilidade do estudo:

Os doadores em hipotese alguma terdo sua identidade divulgada para outras
pessoas ou entidades, além daquelas que participam efetivamente do estudo. Também serdo
mantidas em sigilo todas as informacdes obtidas e que estejam relacionadas com a

privacidade do doador.

7 Acesso as informagoes obtidas:

Os pesquisadores e a Comissdao de Etica que aprovou este estudo
comprometem-se a fornecer aos doadores todas as informagdes que venham a ser obtidas

durante a pesquisa.
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ANEXO B
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Os Departamentos de Biologia Geral, de Patologia e Andlises Clinicas e o
Servigo de Urologia do Departamento de Clinica Cirtrgica, todos pertencentes a Universidade
Estadual de Londrina, juntamente com o Setor de Urologia do Hospital do Cancer de
Londrina e Setor de Urologia do Hospital Evangélico de Londrina e o Setor de Genética da
Unopar (pesquisadores e médicos), desenvolvem pesquisas para obter maior conhecimento
sobre o cancer de prostata. Por meio destas pesquisas ¢ possivel conhecer melhor a doenga e,
dessa forma, oferecer novas possibilidades de diagnostico e tratamento.

Estas pesquisas exigem materiais provenientes das lesdes estudadas, obtidas
a partir do tecido incluido em parafina, assim como uma amostra de 10 ml de sangue para a
analise em laboratério. Apos a retirada da lesdo, por meio de cirurgia, o material serad
processado, sendo que fragmentos de tecido incluido em parafina serdo obtidos e utilizados
para as pesquisas. A obtencao deste fragmento ndo implicara em riscos adicionais a sua saude,
pois ocorrera apds o procedimento cirargico. O seu desconforto sera

o procedimento de rotina para obten¢do do sangue (picada, cirurgia), ja que
¢ uma parte deste material que serd utilizada para o estudo.

Os materiais bioldgicos obtidos do sangue e do tecido receberdo, no
laboratdrio, coédigos de numeros, preservando assim sua identidade, e serdo armazenados num
banco de amostras exclusivas para estas pesquisas.

A inclusdo dos resultados em publicagdo cientifica serd feita de forma a
preservar o seu anonimato.

O projeto de pesquisa proposto foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade Estadual de Londrina, Hospital do Cancer de Londrina e Hospital
Evangélico de Londrina.

Concordando com o uso destes materiais do modo descrito acima, ¢
necessario esclarecer que sua participagao ¢ voluntaria e ndo lhe trard gasto e vocé nao tera
quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados desta pesquisa.
Esclarecemos que ndo havendo concordancia com a coleta, esta decisdo nao influenciard de
modo algum, no seu tratamento.

No caso de autorizacdo, vocé recebera uma copia deste documento e o

original serd arquivado em seu prontudrio no hospital.



Nome do paciente ou representante legal

Numero do RG no Hospital:
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Meédico Responsavel:

Pesquisador Responsavel:

Londrina, de

de 2006

Assinatura
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ANEXO C
Questionario Pessoal

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

Obrigado pelo interesse.

1-

Nome:

ultimo primeiro do meio

2-A ser preenchido pelo pesquisador:

Codigo:

Data: [/

Esta folha deve ser destacada do restante do questionario e preenchida pelo
pesquisador. Somente o cddigo serd usado como identificacdo 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 questao com seu respectivo numero.

Codigo n°

HISTORIA PESSOAL

1-Registro hospitalar:
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2-Sexo: () masculino

3-Qual a cor da sua pele?

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

4-Idade: a) 35 —50 anos. b) mais que 50 anos.

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

Se NAO : Que regido 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 instru¢ao?
() analfabeto () 1° grau incompleto ( ) 1° grau completo ( ) 2° grau incompleto

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

Historico de exposicdo relacionado ou ndo ao trabalho

9-Vocé ja se exp0ds a alguma destas substancias abaixo em seu trabalho? Se SIM, por quanto
tempo e a quanto tempo foi isso:

Derivados de petroleo ( )sim ( )nao

(querosene, gasolina, solventes,...)

Tintas/ corantes (' )sim ( )nao
Industrias texteis ou tecelagem ( )sim ( )nao
Praguicidas / Herbicidas (' )sim (' )nao
Radiacao ( )sim ( )nao
Metais pesados (Pb, Ni, Cr,...) ( )sim ( )nao
Processamento de madeira (' )sim ( )nao
Papel ou celulose (' )sim ( )nao
Mineracao (' )sim ( )nao
Fabrica de sapatos ou curtume (' )sim ( )nao
Metalurgica ( )sim ( )nao
Usina de acucar ou alcool ( )sim ( )nao
Plastico ou borracha (' )sim ( )nao
Outras substancias quimicas: ( )sim ( )nao
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10-Se SIM para a pergunta acima: Vocé utilizava equipamentos de protecdo individual para

trabalhar com essas substancias quimicas ? ( mascaras, luvas, 6culos,...) a)( )sim b)( )ndo

Historico Tabagista

11-Vocé fuma atualmente ? ( )SIM( )NAO

12-Se SIM, quanto vocé fuma por dia ? () menos de 2 mago
( )demeioalmacgo
(' )mais de um maco
13-Se NAO, mas ja fumou algum dia : h4 quanto tempo parou de fumar?
a) ( ) 0-5anos b) ( )5-10anos c) ( )>10
14-Vocé convive/conviveu em seu trabalho ou em casa com pessoas que fumam?

a)  ( )SIMb)( NAO

Histérico de Etilismo

15-Vocé consome bebidas alcodlicas? ( )SIM( )NAO
16-Se SIM, que tipo de bebida alcoolica vocé costuma consumir?

a) () Destiladas b) ( ) Nao-Destilada ¢) ( ) Outrad) ( ) Ambas
17-Quanto vocé costuma beber por semana?

() nomaximoumcopo ( ) de2aScopos ( ) de6alO ( ) maisdel0

18-Se ja parou, hd quanto tempo parou de consumir esta bebida?

a) () 0-5anos. b) () 5-10anos. ¢) ( ) maislOanos.
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19-Quanto vocé costumava beber por semana?
() nomaximoumcopo ( ) de2aScopos ( ) de6alO ( ) maisdel0

20-Durante a sua vida, ja consumiu ou consome alguma bebida diariamente por mais de 6 meses
continuamente?

( )SIM( )NAO

Historico de Saude

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

) Hormonio

) Antinflamatério
) Analgésicos

) Antipertensivos

) Anabolizantes

e N e e e T

) Outros

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

23-Vocé ja foi submetido a cirurgia nos testiculos?

( )SIM( )NAO

Qual?

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

Qual?




25-Vocé tem antecedentes de cancer na sua familia? ( ) SIM () NAO
26-Em casos de cancer na familia, qual era o vinculo de parentesco?

( )Pai( )YMae( )Irmado( )Filho( ) Tio( ) Primo ( ) Outro
27-Qual foi a localizagdo do tumor?

() Prostata () Mama () Outro (qual?)

28-Voce ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel?
( )SIM( )NAO

Se SIM, qual?

Histdrico alimentar: (refira-se somente a habitos frequientes)

29-Vocé se alimenta apenas de vegetais? () SIM () NAO
30-Vocé come carne? () SIM ( )NAO

31- Se SIM, com que frequencia voce come estes alimentos:

Dias/Semana

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

Histdrico genético

Diariamente

()
()
()
()
()
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32- Voce possui algum irmao identico? ( )SIM ( )NAO

Incluir informagdes das amostras do tumor (localizagao, laudo histo-patolégico):




