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SOUZA, Marilesia Ferreira de. Andlise dos niveis de metilacdo e de
polimorfismos genéticos dos genes GSTP1, MGMT, VDR e AR em pacientes
com cancer de prostata. 2013. 85 f Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular) Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O cancer de prostata é o segundo tipo de neoplasia mais incidente no mundo. A
eficacia do exame de PSA (Antigeno Prostatico Especifico), atualmente empregado
para triagem da doenca, esta em discussdo devido a suas limitagcbes quanto a
sensibilidade e especificidade. Portanto, a busca de novos marcadores mais
sensiveis e eficazes para essa neoplasia é de extrema importancia para reduzir o
impacto clinico da mesma. A fim de contribuir para a solucdo deste problema, o
presente estudo visou a busca de marcadores genéticos e epigenéticos de
diagnéstico e progndéstico para o cancer de prostata. A pesquisa consistiu de
amostras de DNA gendmico extraidos de sangue periférico de 223 individuos com
cancer de prostata e 223 individuos livres de neoplasia. A técnica de PCR em tempo
real foi empregada para a realizagdo da genotipagem de um polimorfismo para cada
um dos genes previamente selecionados: GSTP1, MGMT, VDR e AR. A andlise
genotipica ndo mostrou associacdo entre cancer de prostata e os polimorfismos
estudados individualmente. Entretanto, a associacado dos genoétipos GG (GSTP1) e
GA (VDR) conferiu um aumento de risco para o cancer de prostata (OR=2,34;
IC95%=1,10-4,97, p=0,04). Por outro lado, um efeito protetor para comprometimento
de vesicula seminal foi conferido pelo genétipo AG do gene GSTP1 (OR=0,22;
IC95%=0,07-0,69, p=0,01), e quando este foi associado com o gene AR (G),
apresentou efeito protetor para o cancer de préstata (OR=0,61; 1C95%=0,39-0,96,
p=0,04). Para a realizacdo das analises de metilacdo de DNA foram selecionados 76
pacientes dos quais foram obtidas amostras de DNA de tecido tumoral e adjacente
normal de prostata. A mensuracdo dos niveis de metilacdo dos genes GSTP1 e
MGMT foi realizada pela técnica MS-HRM (Methylation-sensitive high resolution
melting) e mostrou baixos niveis de metilacdo de DNA no gene MGMT em ambos
tecidos estudados. Em contrapartida, altos niveis de metilagdo para o gene GSTP1
foram encontrados no tecido tumoral em relacdo ao tecido adjacente normal
(p<0,0001), niveis estes que apresentaram-se associados com a agressividade da
doenca. Além disso, foi observada associacao positiva entre niveis de metilacdo do
promotor do gene GSTP1 e o polimorfismo rs1695 do mesmo gene. Portanto,
podemos sugerir com este estudo que combinacdes de gendtipos de genes de
diferentes vias podem estar relacionados com risco ou protecdo do cancer de
prostata; que a metilacdo do promotor do gene GSTP1 é um bom marcador de
prognéstico e diagndstico, relacionado inclusive com agressividade tumoral; e que
polimorfismos neste gene podem estar relacionados com os niveis de metilagdo do
promotor do mesmo.

Palavras-chave: Cancer de prostata. Polimorfirmo. Metilacdo de DNA. MS-
HRM.PCR em tempo real.



SOUZA, Marilesia Ferreira de. Analysis of methylation levels and genetic
polymorphisms of genes GSTP1, MGMT, VDR and AR in patients with prostate
cancer. 2013. 85 p Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular)
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

The prostate cancer is the second most frequent type of cancer around the world.
The effectiveness of PSA test (Prostate-specific antigen), currently used for
screening the disease, is under discussion because of the limitations in sensitivity
and specificity. Therefore, the searching for new markers more sensitive and
effective for this neoplasia is extremely important to reduce the clinical impact of the
disease. To contribute to the solution of this problem, this study aimed to search for
genetic and epigenetic markers for diagnosis and prognosis of prostate cancer. The
research consisted of samples of genomic DNA extracted from peripheral blood of
223 patients with prostate cancer and 223 healthy individuals. The real-time PCR
was used to perform the genotyping of one polymorphism to each gene previously
selected: GSTP1, MGMT, VDR and AR. Genotypic analysis showed no association
between prostate cancer and the polymorphisms studied individually. However, the
association of the GG genotype (GSTP1) and GA (VDR) provided an increased risk
for prostate cancer (OR = 2.34, IC95% = 1.10-4.97, p=0.04). On the other hand, a
protective effect for impairment of seminal vesicle was provided by AG genotype of
GSTP1 gene (OR =0.22, IC95% = 0.07- 0.69, p=0.01), and when this genotype was
associated with the AR (G), it showed a protective effect for prostate cancer (OR =
0.61, 1C95%=0.39-0.96). To carry out the DNA methylation analysis 76 patients were
selected and were obtained DNA samples from tumor tissue and adjacent normal
tissue of prostate. The measurement of the levels of methylation of GSTP1 and
MGMT genes were performed by MS-HRM (Methylation-sensitive high resolution
melting), and showed low levels of DNA methylation of MGMT gene in both tissues
evaluated. In contrast, high levels of methylation of the GSTP1 gene were found in
tumor tissue compared to adjacent normal tissue (p <0.0001), and the high levels of
methylation are associated with the aggressiveness of the disease. Furthermore, a
positive association was observed between methylation levels of GSTP1 gene and
rs1695 polymorphism in the same gene. Therefore, we suggest that genotype
combinations of genes from different pathways may be related to risk or protection of
prostate cancer; GSTP1 gene promoter hypermethylation is a good marker for
prognosis, diagnosis and tumor aggressiveness; and polymorphisms in this gene can
be linked to the promoter methylation levels.

Key words: Prostate cancer. Polymorphism. DNA Methylation. MS-HRM. Real
time PCR.
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1. INTRODUCAO

O cancer de préstata € o tipo de cancer mais prevalente em homens no
Brasil, e o segundo tipo mais prevalente em homens no mundo. A estimativa
brasileira para 2012 era de aproximadamente 62 novos casos a cada 100.000
homens. Apesar de sua alta incidéncia, o prognéstico na maioria dos casos é
considerado bom, sendo que a taxa de sobrevida é, em média, de 58%, fazendo
desta neoplasia a sexta causa de morte por cancer no mundo (JEMAL et al. 2011,
INCA, 2011; PARKIN et al., 2005).

O carcinoma de préstata € uma doenca considerada heterogénea na sua
agressividade e prognéstico, variando desde formas latentes, que ficam confinadas
na glandula e nunca irdo evoluir, a formas metastaticas de alta agressividade (LUO;
YU, 2003).

Atualmente, é realizada em muitos paises, inclusive no Brasil, uma triagem
para o cancer de prostata, que consiste de dois exames complementares: nivel de
antigeno prostatico especifico (PSA) e toque digital retal (DRE). Contudo, esses
exames ndo abrangem todos os carcinomas prostaticos e, em relacado ao PSA, esse
marcador nao diferencia a forma latente da forma agressiva do tumor; com isso,
homens com a forma né&o letal da doenca ndo se beneficiam desse diagndstico e,
consequentemente, do tratamento. Portanto, estratégias para melhorar o
desempenho do exame de PSA e o desenvolvimento continuo de novos marcadores
para o tipo agressivo da doenca sdo necessarios (STROPE; ANDRIOLE, 2010).

A etiologia do cancer de prostata ndo é bem compreendida e os fatores que
envolvem este cancer sdo complexos e diversos (PENTYALA et al., 2000; LUO; YU,
2003).

A pesquisa sobre o processo de carcinogénese tem um grande potencial e é
fundamental para direcionar as causas do cancer de pristata e oferecer estratégias
de saude publica para reduzir o impacto dessa doenca (JOSHUA et al., 2008).

Véarios estudos genéticos e epigenéticos tém sido realizados buscando
desvendar o processo de desenvolvimento e evolugdo do cancer de prostata e, com
isso, encontrar um marcador mais sensivel e especifico que o PSA para esse tipo de
cancer. Véarios genes candidatos tém sido apontados, mas ainda ndo se obteve

sucesso nessa busca. Visto essa probleméatica clinica, o presente estudo propde



11

avaliar polimorfismos genéticos e o perfil epigenético de genes em busca de um

marcador molecular para o cancer de prostata.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O cancer € um dos maiores problemas de saude publica no mundo. Sua
incidéncia vem aumentando e, para o ano de 2030, a Organizacdo Mundial de
Saude, prevé 27 milhdes de novos casos (INCA, 2011; SIEGEL; NAISHADHAM;
JEMAL, 2012). A estimativa para o cancer de préostata em 2012 no Brasil foi de
60.180 novos casos (INCA, 2011). A média mundial de estimativa de vida é de 58%
em 5 anos, e varia dependendo das condi¢ces socioeconémicas do pais, sendo de
76% nos paises desenvolvidos e 45% nos paises em desenvolvimento (PARKIN et
al., 2005).

O termo céancer é utilizado para designar um conjunto de doencas. Dentre
essas doencas, o0 carcinoma de prostata € o segundo mais prevalente em homens
no mundo, sendo 0 mais prevalente em paises desenvolvidos, onde
aproximadamente % dos casos ocorrem (BOYLE; LEVIN, 2008; FERLAY et al.,
2010; JEMAL et al., 2011; ). O Brasil, apesar de ser um pais em desenvolvimento,
se comporta como um pais desenvolvido neste aspecto, pois 0 cancer de prostata é
a neoplasia mais incidente em homens no pais (INCA, 2011).

Devido ao cancer ser uma doenca multifatorial, torna-se dificil saber
exatamente as causas de seu desenvolvimento. Os fatores de risco para cancer de
préstata ainda ndo estdo bem estabelecidos, contudo, trés fatores de risco tém sido
identificados: idade avancada, etnia e hereditariedade (HEIDENREICH et al., 2011).

A idade avancada € um dos fatores de risco mais importante para o cancer de
préstata, pois aproximadamente 81% dos casos ocorrem em individuos com mais de
65 anos (BECHIS et al., 2011; BRACARDA et al., 2005). A propor¢cédo do namero de
casos aumenta de acordo com a idade; abaixo dos 45 anos é raro, com incidéncia
de 0,4 por 100.000 homens/ano, dos 45 aos 54 anos o numero de casos é de 6 por
100.000 homens/ano; a incidéncia chega a 60 por 100.000 homens/ano para
homens com 55 a 64 anos e 270 por 100.000 homens/ano para homens com mais
de 65 anos (BRACARDA et al., 2005).

Em relacdo a etnia, estudos demonstram que asiaticos possuem um menor
risco de desenvolverem cancer de prostata em relacdo aos caucasianos, e estes em
relacdo aos afrodescendentes. Os Ultimos apresentam quase duas vezes mais risco
de desenvolver a doenga que o0s caucasianos e 2,4 vezes mais chances de morrer
devido a mesma (CRAWFORD, 2009; KOLONEL; ALTSHULER; HENDERSON,
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2004; JONES et al., 2008). Outro fator de risco bem descrito é o decorrente do
histérico familial de cancer. Em um estudo realizado por Braat (2002), foi
demonstrado que o risco esta diretamente relacionado com o nimero de parentes
de primeiro grau afetados e a idade ao diagnéstico.

Diversos estudos vém sendo realizados a fim de associar o cancer de
préstata a outros fatores de risco, como a dieta, tabaco, consumo de &lcool,
atividade fisica, vasectomia, obesidade e deficiéncia de algumas vitaminas e
micronutrientes; entretanto, esses resultados sdo fragmentados e inconsistentes
(BRACARDA et al., 2005; DAMBER; AUS, 2008; FRIEDENRICH et al.,, 2001,
LIPPMAN 2009; LOPHATANANON et al., 2010; PLASKON et al., 2003). Ha ainda
relatos na literatura sobre a provavel protecédo conferida pelo consumo de alimentos
com licopeno e alto consumo de vegetais cruciferos para este cancer (COHEN et al.,
2000; WCREF; AICR, 2007).

O cancer de prostata é uma doenca multicéntrica e multifocal, além de ser
horménio dependente (SIMOES et al, 2008; SCHAID, 2004). A maioria dos tumores
estd confinada dentro da pristata por muitos anos e nunca ira evoluir para um
estagio clinico de cancer (LUO; YU, 2003). Ha uma estimativa que cerca de 30%
dos homens com mais de 50 anos e de 60-70% com mais de 80 anos possui a
forma latente da doenca (PENTYALA et al., 2000).

A grande maioria dos tumores prostaticos acomete a regido posterior da
glandula. Cerca de 70-75% dos tumores sdo encontrados na zona periférica da
glandula, 15% surgem na zona central e 10-15% na zona transicional.
Adenocarcinomas correspondem a 95% e 5% correspondem a outros tipos de
tumor, entre eles o carcinoma de célula escamosa (0,5-1,0%) (BRACARDA et al.,
2005).

A progressao para adenocarcinoma geralmente ocorre por estagios definidos
histologicamente. Uma pequena proporcéo dos canceres de préstata mostra invasao
e metastase a distancia (LUO; YU, 2003). A triagem é realizada por meio de exames
de antigeno prostatico especifico (PSA) e toque digital retal (DRE). Os dois exames
sdo complementares e, no caso de detec¢do de anormalidades no DRE e valores
altos de PSA, é indicada a biépsia do tumor (THOMPSON et al.,, 2007). O
diagndstico € baseado nas avaliagdes histopatoldgicas da prostata (DAMBER; AUS,
2008).
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Em populagcdes que realizam triagem utilizando o PSA, a redugédo de
metastases chegou a 53% e a mortalidade foi reduzida em 37% (LEEUWEN et al.,
2010). Recentemente, dois grandes estudos avaliaram o impacto da triagem
utilizando o exame do PSA na mortalidade. O estudo europeu ERSPC (European
Randomized Study of Screening for Prostate Cancer), com duragdo de 11 anos,
demonstrou uma reducdo moderada da mortalidade (SCHRODER et al., 2012) e o
estudo norte-americano PLCO (Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer
Screening Trial), com duragédo de 13 anos, ndo encontrou evidéncias da reducao da
mortalidade (ANDRIOLE et al., 2012).

O principal motivo da discusséo em relagcdo ao uso ou ndo do exame de PSA
se deve a sua baixa sensibilidade e especificidade, pois ele € incapaz de distinguir
cancer latente da forma agressiva do tumor. Aléem disso, doencas nao neoplasicas,
como hiperplasia prostatica benigna e prostatites geram niveis de PSA aumentados,
gerando resultados falso-positivos (BAADE, 2009; STROPE; ANDRIOLE, 2010).
Estes fatos fazem com que um numero substancial de homens seja diagnosticado e
tratado desnecessariamente todos os anos. O sucesso da triagem depende da
capacidade de um teste descobrir a doenca que requer cura (STROPE; ANDRIOLE,
2010), o que néo ocorre efetivamente com o exame do PSA.

Outro fator importante do diagnostico deste cancer € que a analise da biopsia
também pode ser fonte de erro. Estudos demonstram que apenas em cerca de 30%
dos casos a somatoria de Gleason da biopsia é igual a da prostatectomia radical
(LATTOUF; SAAD, 2002). Portanto, € necessario o desenvolvimento de marcadores
gue supram esta caréncia no cancer de prostata.

O campo de marcadores moleculares para esta neoplasia € grande e
infelizmente complicado devido a heterogeneidade da doenca. Isso demonstra que
uma solucédo mais facil para diagnosticar de forma mais precisa o cancer de préstata
ainda nao foi encontrada (SCHROEDER, 2008), estimulando estudos em busca de

marcadores moleculares para esta doenca.
2.1. MARCADORES MOLECULARES DO TIPO POLIMORFISMOS GENETICOS
Dentre as diferentes formas de marcadores moleculares tumorais, 0sS

polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) vém sendo amplamente estudados

para o desenvolvimento de marcadores para o cancer de prostata.
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O mecanismo proposto para a contribuicAo dos polimorfismos no
desenvolvimento do cancer de prostata é que as diferencas genéticas podem afetar
a expressdo dos genes e funcionalidade das proteinas e, com isso, promoverem
uma desregulacdo celular, culminando no desenvolvimento de um tumor
(GONZALO; ISAACS, 2003).

Estima-se que 40% dos carcinomas de prostata possuem um componente
genético raro e de alta penetrdncia (GONZALGO; ISAACS, 2003). Contudo,
diferentemente de outros tipos de canceres, como o0 de mama que tem marcadores
genéticos bem estabelecidos, a vasta maioria dos polimorfismos estudados para o
cancer de prostata apresenta baixa penetrancia e ndo sao validados nos estudos
subsequentes (REYNOLDS et al., 2007).

Schaid (2004) afirma que estudo do tipo caso-controle € um poderoso e
eficiente método para avaliar a associacdo de potenciais fatores de risco para o
cancer de prostata e que os melhores genes candidatos sdo os envolvidos em
metabolismo de testosterona e outros androgenos, devido ao fato do crescimento do
cancer de prostata ser horménio dependente.

Os estudos que buscam marcadores moleculares para o carcinoma prostatico
se concentram em duas grandes areas: 0s genes relacionados com a metabolizacéao
de andrégenos e os genes envolvidos na metabolizacdo de carcinégenos. Estudos
também tém sido realizados em genes que realizam o reparo de DNA (COUGHLIN;
HALL, 2002; REBBECK, 2002). Os genes candidatos mais estudados sdo: AR
(receptor de andrégeno), SRD5A2 (esterdide da 5a-redutase do tipo Il), HSD3B ( 3
beta-hidroxiesterdide desidrogenase) e CYP17 (Esterdide 17-alfa-Hidroxilase), todos
envolvidos na metabolizacdo de androgenos. Além desses, uma série de estudos
tem avaliado genes envolvidos no metabolismo de carcinédgenos ambientais, como
os genes CYP2D6, CYP2C19 (Familia do citocromo P450), GSTM1, GSTP1, GSTT1
(Familia das glutationa-S transferase)), NAT1l e NAT2 (Familia das N-
acetiltransferases), além do gene KLK2 que codifica o0 PSA e o gene VDR que
codifica o receptor da vitamina D (COUGHLIN; HALL, 2002; REBBECK, 2002).

Um dos fatores que influencia no desenvolvimento do cancer de prostata é a
metabolizacdo de andrégenos. A testosterona é o principal andrégeno circulante.
Normalmente encontra-se ligada a albumina ou a globulina ligadora de horménio
sexual (SHBG); apenas uma pequena fracdo é encontrada livre no soro. Quando a

testosterona entra nas células da proéstata, 90% dela é convertida pela enzima 5a-
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redutase (SRD5A2) em di-hidrotestosterona (DHT), que é a forma mais ativa do
hormdnio, com afinidade cinco vezes maior ao receptor de andrégeno (AR) que a
testosterona. A DHT liga-se ao AR induzindo a fosforilagédo do receptor. O AR se
dimeriza e se liga aos elementos de resposta a andrégeno no promotor dos genes
alvos, ativando a transcricdo destes e, consequentemente, induzindo o crescimento
e sobrevivéncia celular e o aumento de PSA (FELDMAN; FELDMAN, 2002).

Outro fator que influencia no desenvolvimento do cancer sdo os carcinégenos
ambientais. Diariamente estamos expostos a diversos carcindbgenos, e €
amplamente aceito que a exposi¢ao a agentes quimicos presentes no ambiente esta
associada ao risco aumentado de cancer (MILLER; MOHRENWEISER; BELL, 2001).
A suscetibilidade ao céncer esta relacionada com a metabolizacdo desses
xenobidticos. O processo de metabolizacdo ocorre em duas fases. As enzimas de
fase I, representadas pela familia do Citocromo P450, realizam a ativagdo dos
compostos quimicos em formas eletrofilicas reativas, que produzem aductos de DNA
(MURATA et al., 1998). As enzimas de fase Il, como as Glutationa S-transferases,
realizam a detoxificacdo, ou seja, facilitam a excrecdo dos compostos produzidos
pelas enzimas de fase |, fazendo a conjugacao e os transformando em compostos
hidrossoluveis (COUGHLIN; HALL, 2002). Com isso, pessoas com alta atividade
metabolica das enzimas de fase | e baixa capacidade de desintoxicacdo das
enzimas de fase Il podem apresentar um maior risco de desenvolvimento de cancer
de prostata (STRONG, AMOS, 1996 apud COUGHLIN; HALL, 2002).

Apesar dos esforcos da comunidade cientifica em encontrar um marcador
genético para o cancer de prostata, os resultados ainda séo insatisfatorios e estudos

adicionais sdo necessarios para elucidar essa problematica clinica.

2.2. MARCADORES MOLECULARES EPIGENETICOS

Atualmente tem se demonstrado que eventos epigenéticos, juntamente com
eventos genéticos, sdo cruciais para a progressdo do cancer (JORDA; PEINADO,
2010). O termo epigenética refere-se a modificacdes bioquimicas na estrutura da
cromatina, herdaveis e reversiveis, que refletem em mudancas na expressao genica,
nao acompanhadas de mudancas na sequéncia do DNA (JONES; BAYLIN, 2007,
CHIAM; RICCIARDELLI; BIANCO-MIOTTO, 2012, TABY; ISSA, 2012).
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A metilacdo do DNA é um evento epigenético herdavel, que exerce efeitos
sobre a expressao génica. Trata-se de adi¢des covalentes de um grupo metil no
carbono 5 das citosinas sucedidas por guaninas (dinucleotideos CpG). A adi¢céo do
grupo metil é catalisada por um grupo de enzimas altamente conservadas,
denominadas DNA-metiltransferases (GOLL; BESTOR, 2005; JONES; BAYLIN,
2002).

Os dinucleotideos CpG sdo encontrados em baixa frequéncia no genoma,
mas em algumas regides eles aparecem em altas concentracbes e em clusters.
Essas regides sdo ditas ilhas CpGs e estdo presentes na maioria dos genes de
mamiferos. Aproximadamente 75% destas localizam-se em regifes promotoras ou
préximo a elas, podendo ser encontradas em éxons ou ainda no primeiro intron. A
maioria das ilhas CpG associadas a promotores encontra-se ndao metilada em
células normais (GOLL; BESTOR, 2005; JONES; BAYLIN, 2002; LI; OKINO;
DAHIYA, 2004; PLASS, 2002; ROBERTSON, 2005; TAKAI; JONES, 2002),
enquanto a maioria dos dinucleotideos CpGs fora das ilhas CpG encontra-se
metilada e geralmente em elementos repetitivos de DNA (YONDER; WALSH,;
BESTOR, 1997).

A metilacdo do DNA esta relacionada com o silenciamento génico, inibindo
diretamente a transcricdo, por impedir a ligacdo dos fatores de transcricdo, ou
indiretamente, recrutando proteinas de ligacéo a citosinas metiladas (PLASS, 2002;
ROBERTSON, 2005). Assim, a hipermetilacdo das ilhas CpGs localizadas proximas
a regibes promotoras € um importante mecanismo para a inativacdo génica
(ESTELLER, 2002).

O perfil de metilacdo encontrado no cancer € uma hipometilacdo global do
genoma, isto inclui os elementos de DNA repetitivo, e uma hipermetilacdo das ilhas
CpG associadas aos promotores dos genes (PLASS, 2002; JONES; BAYLIN, 2007).
A instabilidade genémica, uma caracteristica das células tumorais, €, em parte,
resultado da desregulacdo das atividades dos transposons subsequente a
desmetilacdo (YONDER; WALSH; BESTOR, 1997). Os transposons sao elementos
com capacidade de se mover de uma regido para outra do genoma (LEWIN, 2009).
A atividade de transposicéo € inativada pela metilacdo dos elementos transponiveis.
Quando h&d uma desmetilacdo dessas regifes, 0s transposons se tornam ativos e
contribuem para a instabilidade genémica (YONDER; WALSH; BESTOR, 1997).
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Surpreendentemente, em seres humanos, a hipermetilagdo nos promotores
durante o desenvolvimento do cancer é tdo comum quanto a classica inativacao dos
genes supressores de tumor (JONES; BAYLIN, 2002; TABY; ISSA, 2012). Em
alguns tipos tumorais, a hipermetilagdo parece ser a Unica forma de inativacdo de
alguns genes, como o gene que codifica a O6-metil-guanina-DNA metiltransferase
(MGMT) (JONES; BAYLIN, 2002). Com isso, estudos visando a busca de
marcadores epigenéticos sdo necessarios, uma vez que os efeitos epigenéticos sédo

tdo determinantes quanto os efeitos genéticos para o desenvolvimento do cancer.

2.3. GENE GSTP1 E 0 CANCER DE PROSTATA

As Glutationas S-transferases (GST) sdo uma familia de enzimas que
realizam a detoxificacao intracelular de varios tipos de xenobidticos e compostos
guimicos, por conjugacao de compostos reativos eletrofilicos com a glutationa
(PICKETT, 1989; RUSHMORE; PICKETT, 1993).

Baseado em suas caracteristicas quimicas, imunoldgicas e suas propriedades
estruturais, as GSTs sao divididas em 5 familias. Quatro familias (a, y, ™ e 0)
codificam isoenzimas citosodlicas (MANNERVIK et al., 1992) e uma familia codifica
uma forma microssomal da enzima (RUSHMORE; PICKETT, 1993).

O gene GSTP1 € uma gene caretaker, que protege as células contra danos
causados no DNA por compostos eletrofilicos da inflamacdo ou da exposicéo
ambiental (PICKETT, 1989; LEE et al., 1994). Este gene esta localizado no
cromossomo 11913, possui sete éxons, € bastante polimorfico e as diferentes
variantes da proteina GSTP1 possuem diferentes capacidades de metabolizacéo. E
descrito na literatura que a substituicdo A313G (rs1695) gera substituicdo do
aminoéacido llel105Val no sitio ativo da enzima, levando assim, a uma reducdo na
atividade da enzima (ZIMNIAK et al., 1994; ALI-OSMAN et al., 1997). A Figura 1
mostra um esquema da localizagdo cromossdmica deste gene, o SNPs rs1695 e sua
ilha CpG.

A associacédo do polimorfismo rs1695 do gene GSTP1 com cancer de préstata
tem sido investigada. Jerénimo et al. (2002) n&o detectaram associacdo deste
polimorfismo com cancer de prostata, enquanto outros estudos mostraram que esse
polimorfismo esta positivamente associado com esta neoplasia (KOTE-JARAIA et

al., 2001, SIVONOVA et al., 2009). Com isso, os resultados encontrados para este
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SNP ainda ndo séo consistentes para afirmar sobre sua influéncia no cancer de
préstata (MAO et al., 2004).

O gene GSTP1 é predominantemente expresso na camada basal do epitélio
da prostata (BEER et al., 2002). As células secretoras normais de prostata nao
expressam rotineiramente GSTP1, mas sdo capazes de expressa-lo se o promotor
permanecer desmetilado. JA& na maioria dos adenocarcinomas e neoplasias
intraepiteliais prostaticas, a expressao deste gene é acentuadamente diminuida (DE
MARZO et al., 1999). Lee et al. (1994) sugeriram que a inativacdo da expressao do
gene GSTP1 causada pela metilacdo pode ser o motivo pelo qual as células do
epitélio normal adquirem uma maior vulnerabilidade aos compostos carcinogénicos
eletrofilicos, propiciando, assim, o desenvolvimento do cancer de préstata.

A hipermetilagdo do gene GSTP1 esta presente em aproximadamente 90%
dos casos de cancer de prostata (REYNODS, 2007; CAIRNS et al.,, 2001;
JERONIMO et al, 2002). Diversos estudos vém confirmando o alto nivel de metilagio
no promotor deste gene (HASHAD et al. 2011; YOON et al.,, 2011). Contudo, a
relacéo entre a hipermetilacdo do gene GSTP1 e agressividade do tumor ainda nao
foi esclarecida. Alguns estudos ndo encontraram associacdo entre agressividade e
hipermetilacdo (JERONIMO et al., 2002; YOON et al., 2011), enquanto que outros
relataram uma associacdo (HASHAD et al.,, 2011; DELGADO-CRUZATA et al.,
2012). Portanto, novas avaliagdes do promotor deste gene deverdo ser realizadas

com o intuito de esclarecer essas questdes.
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Figura 1. Esquema do gene GSTP1l contendo sua localizacdo cromossdmica,
promotor, éxons e introns, ilha CpG e SNP rs1695.

2.4. GENE MGMT E 0 CANCER DE PROSTATA

A proteina O6-metil-guanina-DNA metiltransferase (MGMT) humana consiste
de 207 aminoacidos e € uma das mais importantes proteinas de reparo de DNA,
pois catalisa, em um uUnico passo, a transferéncia de grupos metil da guanina da

dupla fita de DNA, induzidos por agentes alquilantes, para um residuo de cisteina no
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centro ativo da enzima evitando, assim, as transi¢cdes G:C para A:T (PEGG; BYERS,
1992; DANIELS et al., 2000).

O gene MGMT esta localizado no cromossomo 10926 e possui cinco éxons
(MARGISON et a., 2003; NATARAJAN et. al.,, 1992 apud ZHONG et al., 2010).
Diversos polimorfismos j& foram identificados neste gene; os polimorfismos
rs2308321 e rs2308327 estdo geneticamente ligados e geram, respectivamente,
substituicdo de aminoacidos na proteina nas posicdes llel43Val e Lis178Arg. Esses
polimorfismos estdo préximos a cisteina reativa do centro ativo da enzima, por isso
essas substituicbes causam consequéncias funcionais a proteina (BUGNI et al.,
2007), prejudicando o reparo do DNA (PEGG; FANG; LOKTIONOVA, 2007). A
Figura 2 demonstra um esquema com a localizacdo cromossémica deste gene, sua
ilha CpG e os SNPs.

Varios estudos tém sido realizados para investigar as variantes do gene
MGMT. Ritchey et al. (2005) ndo observaram associacdo dos polimorfismos
rs2308321 e rs2308327 com cancer de prostata. Contudo, Loh et al. (2010)
demonstraram que estes polimorfismos, quando associados ao alto consumo de
alcool, aumentam em duas vezes o risco do desenvolvimento de cancer de prostata.
Estes resultados contrastantes apontam para a necessidade de outros estudos que
investiguem a relacéo destes polimorfismos com o cancer de prostata.

Além dos polimorfismos que afetam a funcdo da proteina MGMT, sua
expressdo pode ser inativada via metilacdo na regido promotora do gene (QIAN;
BRENT, 1997), o que, segundo Esteller et al. (1999), desempenha um papel
importante em varios tipos primarios de cancer.

Os estudos relacionando carcinoma de prostata e metilacdo do gene MGMT
ainda sédo raros e contrastantes. Um estudo avaliando cancer de prostata em relacéo
a neoplasia intraepitelial prostatica e hiperplasia prostatica benigna ndo encontrou
diferencas significativas na metilacdo do promotor de MGMT (JERONIMO et al.,
2004). Outros estudos apontam metilacdo baixa ou inexistente em cancer de
préstata (YAMANAKA et al., 2003; MARUYAMA et al., 2002). Contudo, Kang et al.
(2004) encontraram metilacdo no gene MGMT em 75,5% das amostras de cancer de
préstata analisadas. Estes dados refletem a importancia de se realizar mais estudos

sobre metilacdo do gene MGMT para definir sua contribuicdo no cancer de prostata.
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Figura 2: Esquema do gene MGMT contendo sua localizagdo cromossomica, ilha
CpG e 0s SNPs rs2308321 e rs2308327.

2.5. GENE AR E CANCER DE PROSTATA

Os androgenos sao reguladores criticos da diferenciacdo e funcdo da
prostata, bem como do crescimento e sobrevivéncia do cancer de préstata (DEHM;
TINDALL, 2006). O receptor de androgeno (AR) pertence a superfamilia de
receptores hormonais nucleares e atua principalmente como fator de transcricéo
nuclear (CULIG et al., 2003; HEINLEIN; CHANG, 2002).

Apesar de andrégenos séricos por si s6 ndo promoverem o desenvolvimento
da carcinogénese de prostata, a acdo do androgeno e do estado funcional do gene
AR sdo importantes mediadores da progressao deste cancer (HEINLEIN; CHANG,
2004).

O gene AR esta localizado no cromossomo Xqll-12, contendo oito éxons
(GELMANN, 2002). A Figura 3 apresenta um esquema deste gene. O receptor AR
possui trés dominios funcionais. Um dominio N-terminal, que contém as repeticdes
(CAG), e, deste modo, é variavel; um dominio de ligacdo ao DNA e um dominio C-
terminal, de ligacdo ao ligante, além de uma bracadeira entre os dois ultimos
dominios (MACLEAN; WARNE; ZAJAC, 1997).

A regido N-terminal do receptor AR € importante para determinar a extensao
da atividade transcricional. Ela contém um numero variavel de repeticbes de
poliglutaminas e poliglicinas e foi demonstrado em estudos experimentais que uma
diminuicdo do numero de poliglutaminas esta associada a maior atividade do
receptor (CULIG et al., 2003). Isso é refletido em nivel de DNA pelo namero de
repeticdes (CAG), e (GGC),. Estudo de Irvine et al. (1995) e do nosso grupo de
pesquisa (KUASNE et al., 2010) demonstraram, respectivamente, uma ligacdo entre
repeticdes curtas e risco aumentado para cancer de préstata em pacientes norte
americanos e brasileiros.

O polimorfismo de nucleotideo Unico ARStul (G1722A) estd localizado no

cédon 211, entre dois marcadores de microssatélites, poli-Q (CAG) e poli-G (GGC)
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no éxon 1 do gene AR. Este polimorfismo apresenta dois alelos, S2 (G) que sofre
clivagem quando exposto a enzima de restricdo Stul, e S1 (A) que néo é clivado. Um
estudo realizado por Medeiros (2003) em caucasianos americanos portadores de
cancer de prostata demonstrou que a frequéncia alélica de G (87,3%) era muito
maior que a do alelo A (12,3%). Porém, a frequéncia do alelo A em pacientes com
escore de Gleason =7 era de 70%. Os autores observaram também que a maioria
dos pacientes portadores deste alelo ndo apresentava metastase 6ssea. No entanto,
Lindstrom et al. (2010) ndo encontraram associagdo entre este polimorfismo e
cancer de préstata. Estes resultados contrastantes demonstram a necessidade de

mais estudos para esclarecer a influéncia deste polimorfismo no cancer de préstata.
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Figura 3: Esquema do gene AR contendo sua localizacdo cromossémica, variantes
transcricionais, ilhas CpGs e SNP rs6152.

2.6. GENE VDR E CANCER DE PROSTATA

A proliferacdo celular da préstata ndo € regulada apenas pelos andrégenos,
mas também pela vitamina D. O receptor de vitamina (VDR) para 1a,25-di-
hidroxivitamin D (1a,25(OH)2D), a forma ativa da vitamina D, € expresso nas células
da prostata. Este receptor, quando ativado, forma dimero e recruta outros fatores de
transcricdo, regulando diversos genes alvos, incluindo os envolvidos na proliferacéo
celular, diferenciacdo e apoptose (MILLER, 1999; AHN et al., 2009; DONKENA et
al., 2011). Varios estudos demonstram que 1a,25(0OH)2D estimula a diferenciacéo e
inibe a proliferacéo celular, a invasao e a metastase das células da prostata (CHEN;
KITTAKA, 2011). Estudo realizado por Shui et al. (2012) demonstrou que niveis
plasmaticos altos de 1a,25(0OH)2D estédo ligados a um menor risco de cancer de
préstata letal. Contudo, a via do VDR para inibir a progressao do cancer de préstata
depende do estado do VDR e ndo apenas dos niveis de 1a,25(0OH)2D sanguineos
(SWAMI; KRISHNAN; FELDMAN, 2011).

O gene VDR localiza-se no cromossomo 12g1l3 e possui nove éxons
(NEJENTSEV et al., 2004; HOLICK et al. 2007). Dentre os cinco polimorfismos mais
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estudados deste gene estd o Bsml (rs1544410) (HOLICK et al., 2007). Este
polimorfismo localiza-se no intron 8 e possui um forte desequilibrio de ligacédo
(D’20,8) com outros polimorfismos localizados no éxon 9 e regido 3° UTR
(NEJENTSEV et al., 2004; HOLICK et al., 2007). Como esta regido esta ligada a
estabilidade do mRNA, SNPs situados nestes locais podem resultar em diferencas
na expressao do gene VDR. (MORRISON et al., 1994 apud HABUCHI et al., 2000).
A Figura 4 apresenta um esquema da localizagdo cromossdémica deste gene, 0 SNP
rs1544410 e sua ilha CpG.

Cheteri et al. (2004) encontraram associacdo entre 0 gendtipo GG
(prevalente) e aumento de risco de cancer de préstata em populacbes norte
americanas. Contudo, outros estudos em populacfes também norte americanas nédo
encontraram associacdo deste polimorfismo com cancer de préstata (HOLICK et al.,
2007; LI et al., 2007). Portanto, a realizacao de outros estudos a fim de esclarecer o

verdadeiro efeito deste polimorfismo no cancer de prostata sdo necessarios.
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Figura 4: Esquema do gene VDR contendo sua localizagcdo cromossémica, variantes
trancricionais, ilha CpG e SNP rs1544410.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Identificar marcadores moleculares genéticos e/ou epigenéticos para

suscetibilidade e progndstico do cancer de prostata.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar um estudo do tipo caso-controle para avaliar a possivel associacdo de
variantes polimérficas nos genes GSTP1, MGMT, AR e VDR com suscetibilidade ao

cancer de prostata.

- Correlacionar os dados do estudo de associacdo com os parametros clinicos e
histopatoldgicos para avaliar o potencial da presenca de algumas dessas variantes

como marcadores moleculares de progressao tumoral.

- Avaliar o padrao de metilacdo dos genes MGMT e GSTP1 no DNA das amostras
obtidas de carcinoma de prostata e de tecido normal de prostata adjacente ao tumor,
para avaliar a possivel associacdo com diferentes graus de diferenciacdo tumoral e

estadiamento clinico dos pacientes.

- Realizar uma analise integrada dos dados de genotipagem e metilacao.
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Resumo

O presente estudo avaliou a associagao entre os polimorfismos dos genes
GSTP1 (rs1695), MGMT (rs2308321), AR (rs6152) e VDR (rs1544410) e o cancer de
préstata, por meio de genotipagem de 223 pacientes e 223 individuos controles
utilizando a metodologia de PCR em tempo real. A associacdo dos genétipos GG
(GSTP1) e GA (VDR) conferiu um aumento de risco para o cancer de préstata de 2,3
vezes (OR=2,34; 1C95%=1,10-4,97,p=0,04). Por outro lado, o genétipo AG do gene
GSTP1 conferiu efeito protetor para comprometimento de vesicula seminal
(OR=0,22; 1C95%=0,07-0,69, p=0,01), e quando associado com o alelo G do gene
AR, apresentou efeito protetor para o cancer de prostata (OR=0,61; 1C95%=0,39-
0,96, p=0,04). Portanto, podemos sugerir que no presente estudo os SNPs
relacionados com a baixa atividade enzimatica de genes de diferentes vias, em
conjunto, podem colaborar para o desenvolvimento do cancer de prostata. Por outro
lado, a associacdo dos SNPs estudados dos genes GSTP1 e AR pode levar a um

efeito protetor para este cancer.

Palavras-chave: AR, GSTP1, MGMT, VDR, cancer de prostata, polimorfismo.

Introducao

O cancer de prostata é o segundo tipo de neoplasia mais diagnosticado em
homens e as taxas de incidéncia podem variar mais de 25 vezes em todo mundo™.
No Brasil, devido ao aumento da expectativa de vida da populacéo, é esperado que
os casos desta neoplasia aumentem em cerca de 60% até 20152, Apesar de sua alta
incidéncia, o progndéstico na maioria dos casos € considerado bom, sendo que a taxa
de sobrevida é, em média, de 58% em cinco anos®.

Aproximadamente 81% dos casos de cancer de préstata ocorrem em homens
com mais de 65 anos e a proporcao do numero de casos aumenta de acordo com a
idade. Portanto, esta neoplasia é considerada uma doenca que acomete homens na
terceira idade, sendo rara ou de baixa incidéncia em faixas etarias menores*”>.

Atualmente a triagem para o cancer de préstata realizada em diversos paises,
inclusive no Brasil, se constitui de dois exames complementares: nivel de antigeno

prostatico especifico (PSA) e toque digital retal (DRE). Estes exames ndo detectam
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todos os carcinomas prostaticos e os niveis de PSA nao diferenciam a forma latente
da forma agressiva do tumor, fazendo com que homens com a forma néo letal da
doenca nao se beneficiem deste diagndstico e do consequente tratamento. Estudos
recentes discutem o custo-beneficio do teste e se este deve ser mantido. Portanto,
estratégias para melhorar a sensibilidade do exame de PSA e o desenvolvimento
continuo de novos marcadores para o tipo agressivo da doenca s&o necessarios®”.

Dentre os genes candidatos a marcadores moleculares para o cancer de
préstata estdo os envolvidos na via de andrégenos, na metabolizacdo de
carcindgenos, reparo de DNA e o receptor da vitamina D2,

O gene AR estéd localizado no cromossomo X e codifica o receptor de
andrégeno que atua, principalmente, como um fator de transcri¢cdo nuclear, ativando
a transcricdo de genes que estimulam o crescimento e sobrevivéncia das células da
prostata™*®. Estudos sugerem que o polimorfismo rs6152 (ARStul) (G1722A),
localizado no cédon 211 deste gene, possui relacdo com cancer de préstata’®.

O gene GSTP1 pertence a familia das Glutationa S-transferases (GST) e
codifica uma proteina que realiza detoxificacdo intracelular de compostos
eletrofilicos da inflamacdo ou da exposicdo ambiental’’'®. A diminuicdo da
expressdo deste gene pode ocasionar um aumento da inflamacdo e estresse
oxidativo nas células da préstata’®. O polimorfismo rs1695 refere-se & transicdo de
A313G, que leva a troca de aminoécido Ile105Val, acarretando em uma enzima com
atividade reduzida®?*. A relacéo entre este polimorfismo e o cancer de préstata tem
sido investigada, porém, os resultados ainda ndo s&o consistentes®%.

O gene MGMT codifica a proteina O6-metil-guanina-DNA metiltransferase
(MGMT), uma das mais importantes proteinas de reparo do DNA%*. Os
polimorfismos rs2308321 e rs2308327 estdo em perfeito desequilibrio de ligacéo e
resultam, respectivamente, na troca de aminoacidos llel43Val e Lys178Arg. Ambos
os polimorfismos estdo proximos do centro ativo da enzima e causam alteracfes
funcionais na mesma, levando, assim, a uma diminuicdo do reparo de DNA e
podendo prejudicar o sistema de reparo nas células da préstata®?°. Relatos da
associacdo desses polimorfismos com o cancer de préstata sdo escassos na
literatura®"?,

O gene VDR codifica o receptor de vitamina D (VDR), que participa da
regulacdo da proliferacdo celular da prostata. Quando ativado pela 1a,25-di-

hidroxivitamina D (1a,25(0OH)2D), o receptor VDR atua como fator de transcricao,
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regulando diversos genes alvos®**!

. Esta descrito que o polimorfismo rs1544410
(Bsml) deste gene apresenta desequilibrio de ligagao (D’=20,8) com polimorfismos na
regido 3’UTR ou préoximos a ela. Esta regido é importante para a estabilidade do
RNAm, e estes polimorfismos podem afetar os niveis de mRNA¥*33, No entanto, a
associacdo deste polimorfismo com céancer de préstata permanece néao
esclarecida®.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar as variantes
alélicas nos genes mencionados, buscando uma associacdo destes com a

suscetibilidade e progressao do cancer de prostata.
Material e métodos

Amostras

Os pacientes com cancer de prostata foram recrutados do Hospital do Cancer
de Londrina (Londrina-PR, Brasil) no periodo de 2006 a 2012. Foi realizado um
estudo do tipo caso-controle com 223 pacientes pareados com 223 individuos sem
historico de neoplasia (controle), seguindo o padrdo de idade (+/- 5 anos), grupo
étnico, habito tabagista, etilista e nivel de PSA (inferior a 4 ng/mL para os controles).
A categorizacdo dos grupos étnicos foi realizada de acordo com as categorias
étnico-raciais consideradas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica®*.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CAAE 0031.0.268.000-10). Os
individuos que aceitaram participar da pesquisa assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), responderam a um questionario sobre
estilo de vida e exposicdo ocupacional (Anexo 1) e doaram uma amostra de sangue
periférico (4 mL).

A coleta de sangue periférico foi realizada por puncdo intravenosa com
agulhas e tubos BDvacuntainer® descartaveis, contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA 6%). O sangue total foi centrifugado a 850 g por 10

minutos e a camada de leucdcitos foi retirada e armazenada a -20°C.

Extracdo de DNA genbémico
Para extracdo do DNA gendmico sanguineo foi realizada a lise de leucdcitos e

digestdo de proteinas com proteinase k (10 mg/mL). Apés a lise completa, o DNA foi
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isolado por Fenol: Cloroférmio: Alcool isoamilico (25:24:1), seguindo as
recomendacdes do fabricante (Invitrogen). As amostras foram quantificadas em
fluorimetro Qubit (Invitrogen), utilizando-se o kit Quanti-T dsDNA (Invitrogen).

Genotipagem dos genes GSTP1, MGMT, AR e VDR

As genotipagens foram realizadas pela técnica de PCR em tempo real
utiizando TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems), Genotyping
Master mix (Applied Biosystems) e 5 ng de DNA gendmico para cada gene GSTP1
(rs1695; C_3237198 20), MGMT (rs2308321; C_15759332_10), AR (rs6152;
C_11608716_10) e VDR (rs1544410; C_8716062_10). As quantidades dos
reagentes e a ciclagem foram realizadas de acordo com recomendacgbes do
fabricante.

Analise Estatistica

A analise da razdo de chance (OR) foi realizada por meio da relacdo dos
genotipos prevalentes, heterozigotos e raros entre pacientes e controles. Os
parametros etilismo, tabagismo, histérico familial de cancer, consumo de carne
bovina e exposicdo ocupacional a agroquimicos foram avaliados quanto as suas
possiveis associacfes com as frequéncias genotipicas obtidas. Também foram
avaliadas as associacbfes dos genotipos com o0s parametros clinicos e
histopatoldgicos obtidos dos prontuérios.

Para o calculo de Odds Ratio — OR com 95% de intervalo de confianca foi
empregado o programa estatistico BioEstat 5.0 (BioEstat, Belém do Para, Para,
Brasil) e o software estatistico SPSS 20 (IBM, Armonk, NY, EUA). Na anélise
univariada os fatores com p<0,2 foram inclusos na regressao logistica multivariada.
O teste do qui-quadrado foi utilizado para verificar se os genoétipos estudados
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg nesta amostra. Para todas as analises

foram considerados significativos os resultados com valor de p<0,05.
Resultados
As principais caracteristicas da amostra estdo dispostas na Tabela 1. Os

individuos eram predominantemente de origem caucasiana (88.8%). A média de

idade dos pacientes foi de 65,2+7,4 e dos controles de 63,2+8,8 anos (Teste t-
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studant: p=0,20). O historico familial de cancer mostrou diferengas estatisticamente
significativas entre pacientes com cancer de prostata e controles. Outros fatores
como exposi¢cado ocupacional a agroquimicos, etnia, consumo de carne bovina e
hébitos tabagista e etilista ndo apresentaram diferencas significativas. O teste do
qgui-quadrado realizado para cada um dos genes mostrou que todos estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

As analises alélicas e genotipicas dos genes GSTP1, MGMT, VDR e AR
mostraram que, individualmente, eles ndo aumentaram significativamente o risco de
cancer de prostata (Tabela 2). Os resultados também ndo se mostraram
significativos quando foram associados os diferentes gendétipos com o0s possiveis
fatores de risco: fumo, alcool e exposicdo ocupacional a agroquimicos (dados nao
apresentados).

A analise de associacdo dos diferentes genes em pares indicou que a
combinacgao entre os genotipos GG do gene GSTP1 e GA do gene VDR aumentou o
risco em 2,3 vezes (OR=2,34; IC95%=1,10-4,97; p=0,04) para o cancer de prostata
(Tabela 3). A combinacao entre o gendtipo AG do gene GSTP1 e o alelo G do gene
AR apresentou um efeito protetor (OR=0,61; 1C95%=0,39-0,96; p=0,04) para este
cancer (Tabela 3). As demais combinacdes nao apresentaram resultados
estatisticamente significativos (dados ndo mostrados).

As analises conjuntas dos parametros histopatologicos e genotipicos estdo na
Tabela 4. Para comprometimento de vesicula seminal, o genotipo AG do gene
GSTP1 mostrou efeito protetor (OR=0,22; 1C95%=0,07-0,69; p=0,01). Os outros
parametros clinicos e histopatolégicos combinados com o0s genotipos estudados nao

apresentaram relacdo com cancer de prostata.

Discussao

O presente estudo avaliou, em pacientes com cancer de préstata e seus
respectivos controles, polimorfismos em quatro genes envolvidos nas vias de
desenvolvimento e progressdo deste cancer, como as de proliferacdo celular, de
crescimento, de metabolismo e reparo de DNA.

Como pode ser observado na tabela 1, 92,8% dos pacientes do presente
estudo tinham 55 anos ou mais, sendo que 57,8% dos pacientes apresentavam

idade igual ou superior a 65 anos, confirmando dados de estudos anteriores que
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também demonstraram que a idade aumentada esté diretamente relacionada com a

doenca®°.

Entre as caracteristicas epidemiolégicas estudadas nesta amostra
histérico familial de cancer mostrou-se relacionado com risco a doenca (p<0,01),
confirmando dados revistos por Heidenreich et al.*”. O histérico familial de cancer
apresenta forte relagdo com risco de cancer de préstata, sendo que o aumento de
risco é decorrente do numero de parentes de primeiro grau afetados e idade ao
diagnéstico®®. Nossos achados corroboram esses dados, pois 53,4% dos pacientes
do presente estudo possuiam pelo menos um parente de primeiro grau acometido
com cancer e, destes, em 32% dos casos a localizagdo do cancer era na prostata.

Os resultados do presente estudo revelaram que as variantes polimorficas
dos genes GSTP1 (rs1695), MGMT (rs2308321), VDR (rs1544410) e AR (rs6152),
guando analisadas isoladamente, ndo apresentaram um risco significativo para o
cancer de prostata (Tabela 2). Este fato corrobora os dados da literatura, que
buscaram associar 0 cancer de prostata com 0s mesmos genes avaliados no
presente estudo: GSTP1%* MGMT??8 AR'?®%%%% e VDR*“***' Portanto, esta é
mais uma evidéncia de que estes genotipos, de forma isolada, parecem néo
contribuir para o desenvolvimento e progressao do cancer de prostata.

Segundo Yen et al.*®®

, polimorfismos de uUnico nucleotideo (SNP) isolados
podem ndo apresentar um risco significativo para canceres, mas quando em
associacao, tais SNPs podem influenciar no aumento de risco. A analise combinada
dos genes estudados no presente trabalho corrobora esta hipétese, pois foi possivel
observar um aumento de risco de cancer de prostata ao incluir mais de um gene na
analise. A associacdo do gendtipo raro GG do gene GSTP1 com o gendtipo
heterozigoto GA do gene VDR levou a um aumento de risco de 2,3 vezes (OR=2,34;
IC95%=1,10-4,97; p=0,04) para o cancer de prostata (Tabela 3). Dentro do nosso
conhecimento, ndo ha relatos da associacdo desses polimorfismos como indicativo
de risco para cancer de proéstata. Portanto, esta é, provavelmente, uma primeira
evidéncia da importancia da associacdo desses gendtipos para avaliagdo do risco
deste cancer.

A Glutationa-S tranferase P1, codificada pelo gene GSTP1, desempenha
diversas funces nas células. Ali-Osman et al.*’ demonstraram que a transicéo
A313G neste gene gera uma substituicdo de aminoacido (llel05Val), que provoca

49
l.

uma reducdo na atividade da enzima. Watson et a verificaram a atividade

enzimatica dos portadores dos genoétipo AA, AG e GG, de GSTP1, demonstrando
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diferencas significativas entre os alelos A e G, e que os portadores dos genotipos
AG apresentavam um nivel intermediério (62,1 nmol/mg por min) de enzima em
relacéo aos genotipos AA (74,9 nmol/mg por min) e GG (52,5 nmol/mg por min).

Kanwal et al.'® demonstraram uma relac&o entre diminuicdo da expressdo de
GSTP1 em células de carcinoma de pristata e aumento de danos no DNA,
sugerindo que a reducdo da expressao de GSTP1, juntamente com 0 aumento nos
niveis de 8-OHdG (8-ox0-20-deoxyguanosine), podem contribuir para a formacédo de
intermediarios reativos e lesdes oxidativas no DNA. Assim, 0s autores associaram 0s
baixos niveis da expressdo desta enzima, conferidos pelo gendtipo raro GG, com
uma maior suscetibilidade ao cancer de prostata.

O aumento de risco para o cancer de préstata obtido no presente estudo
envolve o gendtipo GG do gene GSTP1, ou seja, 0 gendtipo que confere uma
atividade reduzida da enzima, quando associado ao genotipo GA do polimorfismo
rs1544410 (Bsml) do gene VDR. Este polimorfismo do gene VDR possui um forte
desequilibrio de ligagdo com polimorfismos na regido 3' UTR ou préximos a ela,
podendo, assim, afetar os niveis do mMRNA%**3, O gene VDR é expresso nas células
da prostata e algumas funcdes dessas células dependem da capacidade de ligacéo
de ligantes e ativacdo do receptor, o qual regula a expressao e funcao de varios
genes®. Logo, uma diminuicéo da expresséo do gene VDR pode acarretar em uma
desregulacdo de varios genes e, com isso, pode favorecer o processo de

carcinogénese. Além disso, Figer et al.>°

sugeriram que o gene VDR pode, ainda,
modular algumas substancias carcinogénicas. Portanto, eventos que levam a
desregulacéo celular via gene VDR (rs1544410), juntamente com a diminuicdo da
atividade da enzima codificada pelo gene GSTP1 (rs1695), culminam em um
aumento do risco de cancer de préstata na populacédo estudada.

A andlise combinada também apontou efeito protetor da associacdo do
gendtipo AG do gene GSTP1 e do alelo G do gene AR (Tabela 3). O gene AR
codifica o receptor de androgeno, e o estado funcional deste gene medeia a
progressdo do cancer de prostata®’. Polimorfismos neste gene podem afetar o
estado funcional deste receptor. Estudos do tipo caso-controle mostraram néo haver
associacao entre o polimorfismo rs6152 analisado neste estudo e suscetibilidade ao
cancer de prostata'®*?43, Entretanto, ao relacionar progresséo do cancer de prostata
com esse mesmo polimorfismo, Medeiros'® encontrou associagéo entre o alelo A e

progressdo desta patologia. O efeito protetor encontrado na analise combinada do
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presente estudo envolve o alelo G do gene AR, que nos estudos anteriormente
citados nao foi relacionado com suscetibilidade e progresséo do cancer de préstata.
As glutationas S-transferase (GST) possuem diversas fungBes nas células,
realizando, principalmente, conjugacdo de compostos com a glutationa, mas as
GSTs podem participar também da sintese de horménios esterdides. A testosterona,
assim como a progesterona, é originada de um metabdlito do colesterol. Entre os
diversos passos para formacdo da testosterona, o intermediario 5a-pregnane17a-ol-
3,20-dione é convertido em 5a-pregnane3a,17a—diol-20-one pela enzima 38-
hidroxiesterdide desidrogenase. A funcao desta enzima pode ser substituida pelas
glutationas e estudos demonstram que provavelmente a maioria das GSTs pode

catalisar este processo in vivo °%°%

Logo, uma grande quantidade de GSTs
possibilitaria uma maior sintese hormonal e, com isso, uma maior probabilidade de
ativacdo do receptor de androgeno. Ja a diminuicdo da atividade de glutationa
poderia prejudicar a sintese hormonal, além de influenciar as demais funcdes
essenciais de detoxificagao.

O efeito protetor observado no presente estudo da analise combinada entre
0s genes GSTP1 e AR envolve o gendtipo AG do gene GSTP1, que como
mencionado anteriormente, refere-se a uma producao intermediaria desta enzima.
Portanto, os dados apresentados permitem-nos postular que a quantidade
intermediaria de enzima determinada pelo gendtipo AG do gene GSTP1 pode
promover um melhor equilibrio entre a sintese hormonal para ativacao do receptor
de andrégeno, podendo levar a uma diminuicdo do risco de cancer de prostata, visto
gue este cancer € horménio dependente. Essas hipdteses explicariam, também, o
efeito protetor observado no presente estudo do gendétipo AG (OR=0,22;
IC95%=0,07-0,69; p=0,01) do gene GSTP1 para invasao de vesicula seminal.

Além disso, na literatura ha estudos que demonstram que o alelo A do gene

GSTP1 apresenta uma reducdo significativa do risco de cancer de préstata®>*°

€,
também, ha indicios de que o gendtipo GG pode modular o risco deste cancer,
aumentando-0°’. Os s achados do presente estudo para o gene GSTP1 fortalecem
ambas evidéncias, pois foi observado efeito protetor associado ao genétipo AG, o
gual contém o alelo A, provavel responsavel por tal efeito e também foi
demonstrado efeito de risco para o genotipo GG.

Os genes envolvidos no desenvolvimento e progressao do cancer de prostata

sdo diversos e polimorfismos nesses genes podem colaborar para o
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desenvolvimento deste cancer'®®,

O presente estudo demonstrou que SNPs
relacionados com a baixa atividade enzimética de genes de diferentes vias podem
colaborar para o desenvolvimento do cancer de préstata. Além disso, foi
demonstrado que o gendtipo AG do gene GSTP1 isolado ou em combinacdo com o
alelo G do gene AR pode favorecer um equilibrio entre as vias da proliferacdo celular

prostética das quais participam, gerando um efeito protetor a estas células.
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Tabela 1: Caracteristicas epidemiologicas de pacientes com cancer de préstata e
individuos controles.

Pacientes Controles

Caracteristicas p valor
n (%) n (%)
|dade (X+DP)® 65,247 4 63,248,8 0,20
(Anos) 42 a 54 16 (7,2) 45 (20,2)
55 a 64 78 (35,0) 76 (34,1)
=65 129 (57,8) 102 (45,7)
Etnia Caucasiano 198 (88,8) 198 (88,8) 100
Afrodescendente® 25 (112)  25(112) ’
Sim 55(24,7) 55(24,7) 100
Habito tabagista Nao 168 (75,3) 168 (75,3) ’
Sim 106 (47,5) 106 (47,5) 100
Habito etilista Nao 117 (52,5) 117 (52,5) ’
Exposicdo ocupacional Sim 133 (39,6) 114 (51,1) 0.07
a agroquimicos Nao 90 (40,4) 109 (48,9) ’
Histérico familial de ~ Sim 119 (33,4) 93 (41.7) 0.01*
cancer Nao 104 (46,6) 130 (58,3) ’
Consumo de carne 1a4 125 (56,1) 108 (484) 0.11
bovina® 5a7 98 (43,9) 115(51,6) ’

*X+DP = média + desvio padrao

®Afrodescendentes, negros e pretos

“Numero de vezes que o individuo consome carne bovina na semana

*Resultados estatisticamente significativos (p<0,05).
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Tabela 2: Frequéncias alélicas e genotipicas dos genes GSTP1, MGMT | VDR e AR em pacientes e controles e analise
de risco para cancer de prostata.

Genes Pacientes Controles OR (IC95%)° p valor OR_(ICQ_S%)b p valor
n (%) n (%) Multivariada

GSTP1
A/A 91 (40,8) 85(38,1) 1,00 (Referéncia) 1,00 (Referéncia)
A/G 96 (43,0) 111(49,8) 0,81(0,54-1,21) 0,35 0,85 (0,56-1,29) 0,44
G/IG 36 (16,1) 27 (12,1) 1,25(0,70-1,31) 0,55 1,53(0,83-2,84) 0,18
AlG e G/IG 132 (59,2) 138 (57,4) 0,89(0,61-1,31) 0,63 -
A 230 (65,7) 2255(67,3) 1,00 (Referéncia) -
G 120(34,3) 109,5(32,7) 1,08(0,78-1,48) 0,71 -

MGMT
A/A 190 (85,2) 187 (83,9) 1,00 (Referéncia) 1,00 (Referéncia)
A/G 28(12,6) 35(15,7) 0,79(0,46-1,39) 0,46 0,62 (0,35-1,10) 0,10
GIG 5(2,2) 1(0,4) 4,92(0,57-42,52) 0,79 4,67 (0,51 -42,32) 0,17
AlG e G/G 33(14,8) 36 (16,1) 0,90 (0,54 -1,50) 079 -
A 394 (94,3) 3915(95,3) 1,00 (Referéncia) -
G 24 (5,7) 19,5(4,7) 1,25(0,68-2,33) 0,57 -

VDR
GIG 79(35,4) 91 (40,8) 1,00 (Referéncia) 1,00 (Referéncia)
G/A 144 (64,6) 132(59,2) 1,26(0,86-1,84) 0,28 1,28 (0,86-1,91) 0,23
A/A 0 (0,0) 0(0,0) - -
G/Ae A/IA 144 (64,6) 132(59,2) 1,26(0,86-1,84) 0,28 -
G 230 (76,2) 248 (79,0) 1,00 (Referéncia) -
A 72(23,8) 66 (21,00 1,18(0,81-172) 0,46 -

AR
G 173 (77,6) 179 (80,3) 1,00 (Referéncia) 1,00 (Referéncia)
A 50 (22,4) 44 (9,7) 1,18(0,74-1,85) 0,56 1,13(0,70-1,83) 0,62

®Valor de Odds Ratio com intervalo de confianga 95% n&o corrigidos.

®Valor de Odds Ratio com intervalo de confianga 95% corrigidos por idade, exposicdo ocupacional a agroquimicos, histérico familial e

consumo de carne bovina.



Tabela 3: Associagao entre os genodtipos dos genes GSTP1, VDR e AR em pacientes com
céncer de prostata e seus controles.
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Pacientes Controles

Genes Genotipos OR (IC95%) p valor
n (%) n (%)

GSTP1+VDR
A/A + G/G 34 (15,2) 1(18,4) 1,00 (referencia)
A/A + G/A 57 (25,6) 4 (19,7) 1,56 (0,86 -2.85) 0,19
A/G + G/G 40 (17,9) 9(17,5) 1,24 (0,66 -2,33) 0,62
A/G + G/A 56 (25,1) 2(32,3) 0,94 (0,53 -1,66) 0,94
GIG + G/G 5(2,2) 11 (4,9) 0,55(0,17 -1,73) 0,45
GIG+ G/A 31(13,9) 16 (7,2) 2,34 (1,10 -4,97) 0,04*

GSTP1+AR
A/A+G 75 (33,6) 2 (27,8) 1,00 (referencia)
A/A +A 16 (7,2) 3(10,3) 0,56 (0,28 -1,18) 0,18
AIG+G 70 (31,4) (42 ,6) 0,61 (0,39-0,96) 0,04*
A/IG+A 6 (11,7) 6 (7,2) 1,34 (0,66 -2,73) 0,52
GIG+G 8(12,6) 2(9,9) 1,05 (0,55 -2,02) 0,99
GIG+A 8(3,8) 5(2,2) 1,32 (0,41 -4,25) 0,86

*Resultados estatisticamente significativos (p<0,05).



Tabela 4. Relagdo entre as frequéncias genotipicas e dados histopatologicos dos pacientes com céncer de prostata.

- GSTP1 MGMT VDR AR
Caracteristica n (%)
AA AG GG AA AG GG GG AG G A

Niveis de PSA >10 130 (60,7) 53 58 19 111 17 2 44 86 103 27
(ng/ml) 10 --20 65 (30,4) 24 28 11 56 5 2 26 37 48 15
>20 19 8,9) 12 4 5 17 3 1 5 16 15 6

p 0,25 0,68 0,31 0,69
Escore de Gleason 3-7(3+4) 187 (86,6) 77 79 31 162 21 4 62 125 146 41
7 (4+3)-9 29 (13,4) 13 11 5 25 3 1 14 15 21 8
p 0,71 0,98 0,86 0,79 0,13 0,38
Estengéo ] 85 (39,7) 30 29 17 76 8 1 33 52 65 20
Extracapsular A 129 (60,3) 50 61 18 111 14 4 42 87 100 20
p 0,14 0,53 0,56 0,43 0,28 0,81
Inavaséo de ] 25 (11,7) 15 4 6 21 4 0 11 14 19 6
vesicula seminal A 189 (88,3) 74 86 20 166 18 5 64 125 146 43
p 0,01* 0,83 0,37 0,23 0,80
Inavasido P 44 (20,6) 19 17 8 37 6 1 19 25 32 12
perineural A 170 (79,4) 70 73 27 150 16 4 56 114 133 37
p 0,84 0,91 017 0,71 0,44 0.61
Bilateralidade P 111 (51,6) 50 42 19 98 11 2 38 73 85 26
A 104 (48,4) 30 49 16 89 12 3 38 66 81 23
p 0,16 0,91 0,66 0,60 0,80 0,83
Invasio de ] 4(1,9) 2 0 2 4 0 0 2 2 4 0
linfonodo A 202 (98,1) 84 88 30 176 22 4 73 129 154 48

p

Grau de pT1,pT2e2a 46(21,8) 18 21 7 38 7 1 13 33 37 9
estadiamento pT2bec 80 (37,9) 28 41 11 71 6 3 29 51 60 20
pT3 apT4 85 (40,3) 40 28 17 76 8 1 31 54 66 19

p 0,21 0,54 0,59 0,78

PSA = Antigenc prostatico especifico; P = Presente; A = Ausente.
*Resultado estatisticamente significativo (p<0,05).
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Resumo

BACKGROUND: A hipermetilacdo de promotores génicos vem sendo cada vez mais
relacionada ao desenvolvimento do cancer. Este estudo teve como objetivo avaliar
0s niveis de metilacdo e polimorfismos funcionais nos genes GSTP1 e MGMT em
tecidos tumorais e adjacentes normais de préstata, relacionando-os com fatores
clinicos e histopatolégicos.

METODOS: A pesquisa consistiu de 76 pacientes com carcinoma prostatico, dos
quais foram obtidas amostras de DNA de tecido tumoral e adjacente normal de
préstata, que foram modificadas por bissulfito de sodio e utilizadas para mensuracao
dos niveis de metilacdo dos genes GSTP1 e MGMT pela técnica de MS-HRM.
Também foi obtida de cada paciente uma amostra sangue periférico, das quais os
DNAs foram extraidos e utilizados para a genotipagem dos mesmos genes por PCR
em tempo real, utilizando sondas Tagman®.

RESULTADOS: O gene MGMT apresentou niveis baixos de metilacdo tanto para
tecido tumoral quanto para tecido adjacente normal de préstata. JA o gene GSTP1
mostrou niveis altos de metilagdo no tecido tumoral em relacéo ao tecido adjacente
normal (p<0,0001). Amostras que possuiam metilacdo superior a 50% neste gene
apresentaram relacdo com agressividade da doenca (p=0,004). Encontramos
associacao significativa entre altos niveis de metilagdo no promotor do gene GSTP1
e o polimorfismo rs1695 deste gene.

CONCLUSOES: O presente estudo demonstrou que a hipermetilacdo do gene
GSTP1 € um bom marcador preditivo do cancer de prostata e de sua agressividade,

e que pode estar relacionada com polimorfismo neste gene.

Palavras-chave: Hipermetilacdo, céancer de prostata, MS-HRM, polimorfismo,
GSTP1, MGMT.

Introducao

O céancer de préstata é a neoplasia mais prevalente em homens no Brasil e a
segunda no mundo [1,2]. A introducdo do exame do Antigeno prostatico Especifico
(PSA) no final da década de 80 propiciou a detecgdo precoce destas neoplasias

antes nao identificadas, desencadeando um consequente aumento da incidéncia
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deste tipo de cancer [3]. Entretanto, estudos recentes demonstram que o indice de
mortalidade nado foi beneficiado [4] ou teve um beneficio moderado [5], devido a
baixa especificidade e sensibilidade deste exame [6,7].

Um dos problemas do exame do PSA é que ele ndo faz a diferenciacdo entre
as forma agressiva e ndo agressiva da doenca, além de ser incapaz de diferenciar
cancer de prostata de hiperplasia prostatica benigna e inflamag6es da glandula [3,8].
Esses fatores favorecem o aparecimento de muitos resultados falso-positivos,
fazendo com que muitos homens sejam encaminhados para a bibépsia
desnecessariamente. Nos Estados Unidos h4 uma estimativa de que apenas 22%
dos homens indicados para biopsia realmente apresentam cancer de prostata [9]. O
diagnéstico deste cancer, quando realizado precocemente, aumenta as chances de
cura dos pacientes [10]. Portando, estudos buscam diferentes formas para detectar
esta neoplasia de forma precoce e especifica e em seu estagio passivel de cura
[11].

Eventos epigenéticos, assim como 0s geneéticos, influenciam no
desenvolvimento do cancer de prostata e podem vir a serem utilizados como
marcadores da doenca [12,13]. O gene GSTP1 codifica uma proteina que possui
funcdo de detoxificacao intracelular. A hipermetilacdo da regido promotora deste
gene, assim como a presenca do polimorfismo rs1695 (A313G) levam,
respectivamente, ao silenciamento génico e a troca de um aminoacido na posicéo
llel05Val na proteina e, como consequéncia, a uma reducdo na atividade desta
enzima [14-16]. A relacdo entre cancer de prostata e hipermetilacdo da regido
promotora foi relatada pela primeira vez por Lee et al. [16] e, desde entdo, varios
estudos mostram a hipermetilacdo de seu promotor como um potencial marcador
para o cancer de préstata [9,13,17].

O gene MGMT codifica uma das principais proteinas de reparo de DNA, a O6-
metil-guanina-DNA metiltransferase [18]. O polimorfismo rs2308321 deste gene gera
a troca de um aminoacido na posicéao llel43Val na proteina, proximo ao centro ativo
da enzima, reduzindo a atividade da mesma [19]. Ha relatos controversos quanto a
consequéncia da metilagdo na regido promotora do gene MGMT [13,20]. Portanto,
h& necessidade de investigacfes para se esclarecer a relacédo entre metilacdo neste
gene e o cancer de prostata.

A hipermetilacdo de regides promotoras pode ser mensurada por diversas

técnicas, entre elas a Methylation-sensitive High-Resolution Melting (MS-HRM),
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descrita por Wojdacz et al. [21]. Esta metodologia apresenta vantagens em relacéo
as técnicas que analisam apenas as regides dos primers e/ou sondas, como a MSP
e Q-MSP, pois analisa toda a extensdo do amplicon, o que possibilita a analise de
amostras parcialmente metiladas e também detecta metilagdo heterogénea [22].
Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar os niveis de metilagdo dos
promotores dos genes GSTP1 e MGMT em tecidos de prOstata pela técnica de MS-
HRM e realizar a genotipagem de SNPs funcionais para estes mesmos genes,
buscando avaliar a relagdo entre fatores genéticos e epigenéticos com o cancer de

prostata.

Material e métodos

Amostras e Controles

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina (CAAE 0031.0.268.000-10). Os
individuos que aceitaram participar da pesquisa assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e responderam a um questionario
referente ao estilo de vida (Anexo 1).

As amostras de tecido de préstata fixado em parafina foram provenientes do
Hospital do Cancer de Londrina (Londrina — Pr, Brasil). Foram analisados 76
pacientes com carcinoma de préstata, cujas amostras foram obtidas de blocos
contendo tecidos tumorais e seus respectivos tecidos adjacentes normais.

Foram coletados de cada paciente 4 ml de sangue periférico por puncao
intravenosa com agulhas e tubos BDvacuntainer® descartaveis, contendo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA 6%). A camada de leucdcitos foi retirada apos
centrifugacéo do sangue total a 850 g por 10 minutos e posteriormente armazenada
a -20°C.

Como controles em cada placa foi adicionada uma curva padrdo com DNA
genbmico humano metilado e ndo metilado (Millipore) modificados, diluidos nas
devidas proporcfes para obtencdo das diferentes porcentagens de metilacdo para
os genes GSTP1 (100%, 75%, 50%, 25% e 0%) e MGMT (100%, 50%, 25%, 10% e
0%).
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Extragcdo de DNA gen6mico

As regides correspondentes ao tecido tumoral de prostata e ao tecido
adjacente normal foram determinadas por um patologista a partir da andlise
citologica de laminas permanentes coradas com HE (hematoxilia-eosina). Os blocos
referentes a estas laminas foram selecionados e obtidos cerca de 10 cortes de 5 pm
de espessura de cada bloco em micr6tomo (American Optical). Os cortes foram
dispostos em laminas de vidro para microscopia e desparafinizados em xilol absoluto
por 5 minutos, seguido de lavagem com etanol absoluto por 5 minutos a temperatura
ambiente. As laminas contendo os cortes foram secas em temperatura ambiente e,
em seguida, foram submetidas a macrodissec¢cdo de acordo com indicacdo do
patologista para a retirada das regides de interesse do tecido. Em seguida foi
realizada a extracdo do DNA gendmico utilizando-se o kit High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche®), seguindo recomendacées do fabricante.

A extragdo do DNA gendmico das amostras de sangue foi realizada por lise
de leucocitos com solucdo de proteinase K (Invitrogen) (10 mg/ml), seguida por
isolamento dos é&cidos nucleicos por Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico (25:24:1)
(Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante.

As amostras de DNA foram quantificadas em fluorimetro Qubit (Invitrogen),
utilizando-se o kit Quanti-T dsDNA (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do

fabricante.

Genotipagem dos genes GSTP1 e MGMT

Para cada um dos genes investigados foi selecionado um SNP funcional:
GSTP1 (rs1695; C_3237198 20) e MGMT (rs2308321; C_15759332_10). A
genotipagem foi realizada a partir do DNA genbmico extraido de sangue periférico
pela técnica de PCR em tempo real, utilizando-se TagMan® SNP Genotyping
Assays (Applied Biosystems) e Genotyping Master mix (Applied Biosystems),

seguindo as recomendacdes do fabricante.

Conversao por bissulfito de sédio e quantificacao relativa de metilacdo por MS-HRM
As amostras de DNA obtidas a partir dos tecidos tumorais e normais de

préstata foram submetidas a conversdo por bissulfito de soédio utilizando-se o kit

Epitect Bisulfite Kit (Qiagen), seguindo instru¢bes do fabricante. O DNA modificado

eluido (20 ng/uL) foi utilizado para as analises de metilacdo, que foram realizadas
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pela técnica de Methylation-sensitive High Resolution Melting (MS-HRM). Os primers
utilizados foram previamente descritos por Wojdacz et al. [21] e Wojdacz et al. [22]
para os genes GSTP1 e MGMT, respectivamente. A reacao teve volume final de 20
pl contendo MeltDoctor™ HRM Master Mix (Applied Biosystems) (1x), 5 uM de cada
primer e 20 ng de DNA gendmico. A amplificacdo consistiu em um passo inicial de
95°C por 10 minutos, seguido por 50 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Apés a ciclagem iniciou-se o passo do HRM consistindo em 95°C por 10
segundos, seguido de 60°C por 1 minuto com curva de dissociacdo continua até
95°C, com uma leitura de fluorescéncia a cada variagado de 0,01°C. Em cada placa
uma curva padrao foi adicionada. Todas as reac0es foram realizadas em triplicata no
equipamento ABI 7500 Fast (Applied Biosystems).

Analise estatistica

Para a andlise dos dados de metilacdo foram utilizados os programas 7500
Software v2.0.4 (Applied Biosystems) e High Resolution Melting v2.0.1 (Applied
Biosystems). O programa estatistico BioEstat 5.0 (Ayres, 2007) foi utilizado para
realizar os testes de Qui-quadrado e teste exato de Fisher para comparar 0s niveis
de metilacdo entre os tecidos adjacente normal e tumoral, para avaliar associacao
entre niveis de metilacdo e dados clinicos e histopatoldgicos, e para verificar a
possivel relacdo entre niveis de metilacdo e gendtipos. Para todas as analises foi

considerado estatisticamente significativo valor de p<0,05.

Resultados

Sensibilidade da MS-HRM

A Figura 1 mostra as curvas padrdo normalizadas para cada gene estudado,
comprovando que a técnica de Methylation-sensitive High Resolution Melting foi
eficiente para as analises de metilacdo, pois permitiu a deteccéo de baixos niveis de
metilacdo. Observou-se também que as triplicatas foram consistentes. Em adicao,
algumas amostras foram incluidas em diferentes reacdes em dias diferentes e foram
obtidos resultados semelhantes, confirmando os relatos de que, além de sensivel,

esta técnica é reprodutivel [21,23].
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Analise de Metilagdo por MS-HRM

A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas dos 76 pacientes com
cancer de prostata estudados. Estes eram predominantemente caucasianos, com
idade média de 66,3 anos. Cerca de 84% dos pacientes apresentaram escores de
Gleason baixo a moderado (2-7(3+4)) e 47,4% apresentaram tumores classificados
como pT3 e pT4 de estadiamento.

Os niveis de metilacdo para os genes estudados estdo dispostos na Tabela 2
e Figura 2. Para o gene GSTP1 foi detectada metilacdo parcial ou total em 97,3%
das amostras de tecido tumoral, sendo que 65,3% destas apresentaram nivel de
metilagdo superior a 25%. Ja aproximadamente 55% das amostras de tecido
adjacente normal apresentaram-se totalmente desmetiladas, e mais de 98%
apresentaram metilagéo inferior a 25%. O nivel de metilagédo do gene GSTP1 diferiu
significativamente (p<0,0001) quando comparadas amostras de tecido tumoral e
adjacente normal de proéstata.

O gene MGMT apresentou-se majoritariamente desmetilado nas amostras de
tecido adjacente normal (96%) e tumoral (90,5%), sendo observados niveis de
metilacédo entre 0% e 10% somente em 4% das amostras de tecido adjacente normal
e 9,5% do tecido tumoral (Tabela 2), ndo havendo assim, diferenca significativa
entre niveis de metilacdo entre os diferentes tipos de tecidos avaliados.

Para avaliar como diferentes niveis de metilacdo podem influenciar
caracteristicas de agressividade e progressédo tumoral, os dados histopatolégicos
foram confrontados com os diferentes niveis de metilacdo da amostra. Esta foi
estratificada em duas classes: (i) individuos com nivel de metilacdo de 0 a 25% e
individuos com nivel de metilacdo de 25% a 100%, comparados entre si e (i)
Individuos com nivel de metilacdo de 0 a 25% e individuos com metilacdo de 50 a
100%, comparados entre si.

A comparacdo dos parametros clinicos e histopatolégicos com os niveis de
metilacdo dispostos na primeira classe, ndo apresentou diferencas estatisticamente
significativas. Contudo, quando os mesmos parametros foram comparados com 0s
niveis de metilacdo da segunda classe, foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas. Amostras com metilacdo acima de 50% apresentaram
escores de Gleason mais altos em relacdo as amostras com metilacéo inferior a 25%

(p=0,004). O mesmo ocorreu para invasao de linfonodos (p=0,03) (Tabela 3). Para o
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gene MGMT néo foi possivel realizar esta andlise devido aos baixos niveis de

metilacéo detectadas no promotor deste gene.

Genotipagem versus porcentagem de metilagéo

A analise dos gendtipos do gene GSTP1 foi realizada em relagcdo aos
diferentes niveis de metilacdo do tecido tumoral, utilizando-se as mesmas classes de
estratificagcdo de amostras citadas anteriormente. A distribuicdo dos genoétipos em
relacdo aos niveis de metilacdo dispostos na primeira classe (0-25% versus 25-
100%) néo diferiram estatisticamente entre si. O mesmo tipo de andlise associando-
se 0s genotipos em relacdo aos niveis de metilacdo dispostos na segunda classe (0-
25% versus 50-100%) mostrou que os individuos com metilacdo superior a 50%
apresentaram uma maior propor¢cao dos genétipos AG e GG do que os individuos
com metilacdo inferior a 25% (p=0,02) (Tabela 4). Para o gene MGMT néao foi
possivel avaliar a relacao entre os genotipos e metilagéo devido aos baixos niveis de

metilacdo do gene.

Discussao

Alteracbes epigenéticas possuem um papel fundamental no desenvolvimento
do cancer de proOstata, sendo essas alteracdes importantes ferramentas para o
entendimento da progressao desta doenca e potenciais marcadores de diagnostico e
prognaostico [13].

O presente estudo avaliou os promotores dos genes MGMT e GSTP1 em
amostras de tecidos tumoral e adjacente normal de préstata fixada em parafina.
Segundo Mikeska et al. [24], esse tipo de amostra possui um grande valor para
pesquisas cientificas, pois permite a identificacdo e enriqguecimento de areas de
tecido tumoral por micro ou macrodisseccdo. Esta ultima foi realizada no presente
estudo para reduzir os contaminantes, tanto em tecido tumoral quanto em tecido
adjacente normal.

As amostras de DNA extraidas de materiais fixados em parafina podem ter
sua utilizacdo dificultada devido ao seu alto nivel de degradacdo. Entretanto,
Kristensen et al. [25] afirmaram que a técnica de MS-HRM possui alta especificidade
e sensibilidade para deteccdo de metilacdo de DNA extraido de amostras de tecido

fixado em parafina com mais de 30 anos. As amostras do presente estudo estavam
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fixadas em parafina por 4 a 6 anos e os niveis de metilacdo obtidos para os genes
GSTP1 e MGMT em cada amostra por meio da técnica de MS-HRM, comprovaram a
sensibilidade da técnica (Figura 2).

O gene GSTP1 é um caretaker que realiza detoxificagdo intracelular por
conjugacao com a glutationa [16,26]. A hipermetilacdo do promotor deste gene leva
a diminuicdo da expressdo do mesmo, propiciando acumulo de metabdlitos
intermediarios e aumentando a probabilidade de ocorrer danos no DNA e,
consequentemente, aumento na incidéncia de cancer [27]. No presente estudo
observamos que 97,3% das amostras apresentaram-se parcialmente ou totalmente
metiladas (Tabela 2), o que estd de acordo com dados da literatura revistos por
Jeronimo et al. [13], que encontraram variagfes de 79 a 95% nos niveis de
metilacdo do promotor deste gene.

Dentro do nosso conhecimento ndo ha estudos que utilizaram a técnica de
MS-HRM para determinar e comparar a metilagdo no promotor do gene GSTP1 em
tecidos tumoral e adjacente normal de prostata. Foi possivel observar que 65,3%
das amostras tumorais apresentaram metilacdo superior a 25%. Em contrapartida,
98,6% das amostras adjacentes normais apresentaram metilacdo abaixo de 25%,
sendo que destas, mais de 50% apresentaram-se totalmente desmetiladas (Tabela
2). Esses resultados foram altamente significativos (p<0,0001) e demonstraram a
sensibilidade da técnica em detectar baixos niveis de metilacdo, assim como a
especificidade da hipermetilacdo do promotor do gene GSTP1 como potencial
marcador para cancer de prostata.

No presente estudo apenas 2,7% das amostras tumorais encontravam-se
desmetiladas; outras pesquisas usando diferentes técnicas, como MSP e Q-MSP,
obtiveram indices que variaram de 5-20% [13]. Tais diferencas observadas
provavelmente se devem as técnicas utilizadas para as analises. A MS-HRM,
empregada no presente estudo, € mais sensivel e consegue detectar niveis
intermediarios de metilacdo, diferentemente das mensuracdes realizadas com MSP
e Q-MSP, onde amostras pouco metiladas podem ser incorretamente classificadas
como totalmente desmetiladas.

A analise de dados histopatologicos em relacdo aos niveis de metilacdo do
gene GSTP1 demonstrou associacdo significativa entre as amostras que
apresentavam metilagcdo superior a 50% com escore de Gleason (p= 0,004) e com

invasdo de linfonodos (p=0,03). Estudos utilizando a técnica de Q-MSP nao
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encontraram associacao entre metilagdo do gene GSTP1l e escore de Gleason
[18,28]. Em contrapartida, um estudo realizado por Delgado-Cruzata et al. [29]
determinou a quantificacdo de metilagcdo do promotor do gene GSTP1 em amostras
de carcinoma de prostata por pirosequenciamento, e observaram que amostras com
cerca de 50% de metilacdo estavam associadas a escores de Gleason maiores que
7. Hashad et al. [27] também encontraram relacdo entre escores de Gleason e
metilacdo do gene GSTP1. Nossos resultados estdo de acordo com estes estudos e
corroboram a hipétese de que a hipermetilacdo de GSTP1 pode ser usada como
marcador de agressividade da doenca, se utilizada uma metodologia adequada para
a quantificacdo. Sendo assim, sugerimos que tumores com mais de 50% de
metilacdo tendem a ser mais agressivos que tumores com niveis de metilacdo mais
baixos. Outro fator que fortalece esta hipotese é que, de acordo com Balic et al. [23],
niveis baixos de metilacdo parecem nao exercer fungdes bioldgicas importantes

O presente estudo também avaliou o promotor do gene MGMT, o qual
apresentou baixos niveis de metilacao, tanto em amostras de tecido tumoral quando
de tecido adjacente normal (Tabela 2). Estes resultados estdo de acordo com
estudos que apontam metilacdo entre 0 e 2% das amostras para este gene [30-33].
Portanto, esta € mais uma evidéncia de que a hipermetilacdo do gene MGMT parece
nao estar relacionada com cancer de prostata. Contudo, outros estudos utilizando a
técnica de MSP encontraram de 30 a 75% das amostras de tecido tumoral de
préstata metiladas [34,35].

Sabendo-se que polimorfismos nos gene GSTP1 e MGMT podem levar a
diminuicdo da atividade das enzimas por eles codificadas, também foi avaliada a
relacédo entre polimorfismos funcionais (GSTP1 rs1695 e MGMT rs2308321) e niveis
de metilacdo nos dois genes (Tabela 4). Para o gene MGMT néao foi possivel
comparar estatisticamente os diferentes niveis de metilacdo em relacdo aos
gendtipos, devido aos baixos niveis de metilacdo detectados neste gene.

Para o gene GSTP1, foi analisado o polimorfismo rs1695 em relacdo as
diferentes classes de metilacdo (Tabela 4). A metilacdo do promotor deste gene
causa seu silenciamento e, consequentemente, a diminuicdo da expressao do
mesmo. A partir deste fato, Jerénimo et al. [36] postularam que a metilacdo poderia
neutralizar a diferenca de atividade enzimética ocasionada pelo polimorfismo rs1695,
ou entdo, o préprio polimorfismo poderia influenciar a metilagdo do promotor do

gene. No entanto, os dados de Jerdonimo et al. [36] ndo |hes permitiram confirmar
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essas hipéteses. Os dados do presente estudo para as classes de 0-25% e 25-100%
de metilacdo também nado confirmaram tais hipéteses.

Quando comparamos a frequéncia dos gendtipos entre as classes de
metilacdo de 0-25% e 50-100% encontramos diferengas estatisticamente
significativas. Todas as amostras com niveis de metilagdo superiores a 50%
apresentaram o0s genotipos de risco ao cancer de préstata (AG/GG). Como ja
mencionado, metilagdo superior a 50% no promotor deste gene possui relagdo com
tumores mais agressivos. O alelo G deste polimorfismo estd descrito na literatura
como sendo ligado a um maior risco de cancer de préstata [37]. O efeito de risco
deste alelo, antes conferido apenas ao distirbio que ele provoca na proteina, pode
estar relacionado a uma possivel influéncia do mesmo nos eventos epigenéticos.
Este resultado, ao contrario do obtido anteriormente, fornece diferentes
possibilidades para que as hipoteses postuladas por Jeronimo et al. [36] sejam
discutidas. Desta maneira estudos futuros poderdo elucidar estas hipoteses

confirmando a influéncia deste polimorfismo nos eventos de metilacao.

Conclusdes

A busca de marcadores moleculares mais especificos e sensiveis para o
cancer de prostata é vital para elucidar as problematicas clinicas ocasionadas pela
doenca. O presente estudo mostrou por meio da técnica de MS-HRM baixos niveis
de metilagdo no promotor do gene MGMT em tecido tumoral e adjacente normal de
prostata. Este resultado € mais uma evidéncia de que a metilacdo no promotor do
gene MGMT nédo é um bom marcador para o cancer de prostata. Em relacdo ao
gene GSTP1, diferencas significativas foram obtidas entre niveis de metilacdo de
tecido tumoral de prostata e em relacdo a seus tecidos adjacentes normais, sendo
esta mais uma evidéncia da sensibilidade e especificidade desse marcador para
cancer de prostata.

O presente estudo corrobora a hipétese proposta em outras investigacoes, de
se utilizar a hipermetilacdo do gene GSTP1 como auxiliar no prognéstico e
diagnostico do cancer de prostata [9,13]. Adicionalmente, também foi demonstrado
gue niveis de metilacdo aumentados estéo relacionados a agressividade do tumor e,
também, foi obtida associacdo entre os genotipos de risco do polimorfismo rs1695

do gene GSTP1 e niveis de metilacdo superiores a 50% no mesmo gene. Esta
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relacdo permanece nao esclarecida e estudos futuros sdo necessarios para definir
se este gendtipo pode realmente exercer influéncia nos niveis de metilacdo do
promotor deste gene.

Tabela 1: Caracteristicas epidemioldgicas e clinicas da amostra.

. Pacientes
Caracteristicas
n (%)

Idade (anos)
(X+DP) 66,3 + 8,0
Etnia* Caucasianos 67(88,2)
Negros e pardos 9(11,8)
Niveis de PSA <10 46 (60,5)
(ng/ml) 10,1-20 23 (30,3)
>20 7(9,2)
Escore de Gleason 3-7(3+4) 64 (84,2)
7(4+3) -9 12 (15,8)
Estadiamento pT1l,pT2 e 2a 12 (15,8)
pT2bec 28 (36,8)
pT3 e pT4 36 (47,4)

X+DP= média e desvio padrao; PSA= Antigeno Prostatico Especifico.
*Os grupos étnicos foram categorizados de acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), 2011.
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Tabela 2: Distribuicdo dos niveis de metilacdo para os genes GSTP1 e MGMT.

Tecido
Normal Tumoral

Gene Nivel de Metilagéo (%) n (%) n (%) P
GSTP1 < 0,0001*

0 39 (54,9) 2(2,7)

0-25 31 (43,7) 24 (32,0)

25-50 1(1,4) 36 (48,0)

50-75 0 (0,0) 11 (14,6)

75-100 0 (0,0) 2(2,7)
MGMT 0,16"

0 72 (96,0) 67 (90,5)

0-10 3(4,0) 7 (9,5)

*Resultado estatisticamente significativo
*Teste exato de Fisher
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Tabela 3: Niveis de metilagdo do gene GSTP1 comparados com dados clinicos e
histopatoldgicos.

Metilagéo (%) Metilagao (%)
Caracteristicas 025 25100 P 025 50-100 P
Niveis de PSA <10 15 31 15 8
(ng/ml) 10.1-20 9 13 0,58 9 5 0,58
>20 2 5 2 0
Escore de 3-7(3+4) 21 42 # 21 4 o
Gleason 7(4+3) -9 5 7 0.74 5 9 0,004
Extensao P 11 23 11 4 #
extracapsular A 15 26 0,70 15 9 0,48
Comprometimento P 2 7 # 2 2
de vesicula seminal A 24 42 0,40 24 11 0,45
Invaséo perineural P 7 15 7 5
A 19 34 0.73 19 8 0,46
Bilateralidade P 16 31 16 6
A 10 18 0,88 10 7 0,36
Invasao de P 1 5 # 1 4 o
linfonodo A 25 44 0,33 25 9 0,03
Estadiamento pT2 e 2a 5 7 5 1
pT2bec 10 18 0,43 10 7 0,53
pT3 e pT4 11 24 11 5

P = Presente; A = Ausente; PSA = Antigeno Prostatico Especifico.
# Teste de exato de Fisher
* Resultados estatisticamente significativos.

Tabela 4: Distribuicdo dos niveis de metilagcdo em relacdo aos gendtipos do gene
GSTP1.

GSTP1 Metilacao oS Metilacao 0¥
0-25% 25-100% 0-25% 50-100%
AA 10 17 10 0
0,82 0,02*
AG+GG 16 32 16 13 '

5Teste Q-Quadrado; "Teste de exato de Fisher:
* Resultado estatisticamente significativo.
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Figura 1: Sensibilidade da técnica de MS-HRM, curvas obtidas com DNA

padrdo nas seguintes concentracdes: 100% (vermelho), 75%(laranja),
50% (azul), 25% (verde), 10% (azul claro) e 0% (preto). A) Curva de
melting normalizada referente ao gene GSTP1l. B) Curva de melting
normalizada referente ao gene MGMT.
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Figura 2: Niveis de metilacdo de cada paciente com carcinoma prostatico. Cada coluna refere-se a um paciente.
N = Tecido Adjacente Normal; T = Tecido Tumoral; NA = Nao amplificou.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

- 0s polimorfismos dos genes GSTP1 (rs1695), MGMT (rs2308321), VDR
(rs1544410) e AR (rs6152), quando analisados de forma isolada, ndo conferiram um

risco significativo para o cancer de proéstata;

- a combinacao dos genétipos GG do gene GSTP1 e GA do gene VDR levaram ao
aumento de risco de 2,3 vezes para o cancer de préstata (OR=2,34; 1C95%=1,10-
4,97; p=0,04);

- 0 genotipo AG do gene GSTP1 em combinagcédo com o alelo G do gene AR conferiu
um efeito protetor a esta neoplasia (OR=0,61; IC95%=0,39-0,96; p=0,04);

- em relacdo aos dados histopatoldgicos, o gendtipo AG do gene GSTP1 conferiu
um efeito protetor para invasdo de vesicula seminal (OR=0,22; 1C95%=0,07-0,69;
p=0,01);

- 0s baixos niveis de metilacdo encontrados no promotor do gene MGMT
demonstram que a metilacdo deste gene néo parece estar associada ao cancer de

préstata e, sendo assim, este ndo é um bom marcador para esta neoplasia,

- 0s niveis de metilacdo do gene GSTP1 apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre tecido tumoral e adjacente normal de prostata, e niveis

superiores a 50% de metilacdo estéo relacionados a agressividade do tumor;

- a integracdo entre os dados de metilagdo e genotipagem demonstraram uma
relacdo entre niveis aumentados de metilacdo no promotor do gene GSTP1 e os

gendtipos AG/GG do polimorfismo rs1695 do mesmo gene;

- Portanto, nossos dados demonstram que determinadas combinacdes alélicas sao

importantes fatores de risco e protecdo ao cancer de prostata e que a hipermetilacao
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do gene GSTP1 é um bom candidato a marcador para diagnostico e agressividade

deste cancer.
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8. ANEXOS
ANEXO 1: Questionario pessoal

Por favor, leia as questdes seguintes cuidadosamente e responda-as da forma mais completa
e precisa possivel. A informacdo que vocé der ndo sera associada a seu nome em nenhum
documento pulblico, e sera conhecida somente dos principais pesquisadores deste estudo. As
informacdes que vocé der podem ter influéncia direta na interpretagéo 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:

Cadigo:
Data: [

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

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

HISTORICO PESSOAL
1- Registro hospitalar:
2- Sexo: () masculino () feminino
3- Qual a cor da sua pele?
Negro ( ) Branco( ) Amarelo () Outros ( )
4- ldade: a) 35 -50 anos. b) mais que 50 anos.
5- Local de nascimento: Parana? ( )SIM ( ) NAO
Se NAO: Que regi&o brasileira? Norte ( ) Sul () Nordeste ( ) Centro-Oeste ( ) Sudeste

()

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

7- Quanto tempo vive neste local? anos meses

8- Qual o seu grau de instrugdo?
( ) analfabeto ( ) 1° grau incompleto ( ) 1° grau completo ( ) 2° grau incompleto

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

Histérico de exposicdo relacionado ou ndo ao trabalho

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

(querosene, gasolina, solventes,...)

Tintas/ corantes ( )sim ( )ndo
IndUstrias téxteis ou tecelagem ( ) sim ( )nao
Praguicidas / Herbicidas ( )sim ( )ndo
Radiacéo ( )sim ( )ndo
Metais pesados (Pb, Ni, Cr,...) ( )sim ( )ndo
Processamento de madeira ( )sim ( )ndo
Papel ou celulose ( )sim ( )ndo
Mineracao ( )sim ( )nao
Fabrica de sapatos ou curtume ( )sim ( )ndo
Metallrgica ( )sim ( )ndo
Usina de acucar ou &lcool (' )sim ( )ndo
Plastico ou borracha (' )sim ( )ndo
Outras substancias quimicas ( )sim ( )néo

10- Se SIM para a pergunta acima: Vocé utilizava equipamentos de protecéo individual para trabalhar
com essas substancias quimicas? (mascaras, luvas, 6culos, etc.)

a) ( )sim b) ( )ndo



Histérico Tabagista
11- Vocé fuma atualmente? ( )SIM ( ) NAO
12- Se SIM, quanto vocé fuma por dia? () menos de ¥2 maco
( ) de meio almaco
() mais de um mago

13- Se SIM, h& quanto tempo vocé fuma?

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

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

Histérico de Etilismo

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

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

18-Quanto vocé costuma beber por semana?
( ) noméximoumecopo ( )de2a5copos ()de6all0 () maisde 10
19- Se ja parou, ha quanto tempo parou de consumir esta bebida?

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

20- Quanto vocé costumava beber por semana?

( ) nomaximoumcopo ( )de2a5copos ()de6al0 () maisde 10
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21- Durante a sua vida, ja consumiu ou consome alguma bebida diariamente por mais de 6 meses

continuamente?
()SIM ()NAO



Histérico de Saude

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

Se SIM

( ) Hormonio

( ) Antinflamatério

( ) Analgésicos

( ) Antipertensivos

( ) Anabolizantes

( ) Outros

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

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

Qual?

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

26- Vocé tem antecedentes de cancer na sua familia? ( ) SIM () NAO

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

28- Qual foi a localiza¢@o do tumor?
( )Préstata () Mama ( )Bexiga () Outro (qual?)

29 — Vocé ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel?
()SIM ( ) NAO
Se sim, qual?
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Histérico alimentar: (refira-se somente a habitos frequentes)

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

31- Vocé come carne? ( ) SIM  ( )NAO

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

Dias/Semana

1-2 3-4 5-6 Diariamente
Carne de gado () () () ()
Peixe () () () ()
Frango () () () ()
Porco () () () ()
outros () () () ()
Histérico genético
33- Vocé possui algum irm&o idéntico? ( ) SIM ( ) NAO

Incluir informac@es das amostras do tumor (localizacao, laudo histo-patolégico):
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ANEXO 2: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana.

4 ' Uniiversidade
Y YN

m  Esvadual de Londrina
SOMTE BE ANCA EM PEICRISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitdrio Regional Notte do Parana

_ Registro CONEP 268
Parecer de Aprovacio N° 024/10
CAAE N° 0031.0.268.000-10 Londrina, 12 de maio de 2010.
FCLHA DE ROSTO N° 320706 ‘
PESQUISADORA: ILCE MARA DE SYLLOS COLUS
CCB/DEPTO BIOLOGIA GERAL
Prezada Senhora;

O “Comité de Etica em Pesquisa Envoivendo Seres Humanos da Universidade
Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana” (Registro CONEP 268
de acordo com as orientagdes da Resolugiio 196/96 do Conselho Nacional de Salde/MS e
Resolugdes Complementares, avaliou o projeto:

“POLIMORFISMOS GENETICOS E MARCADORES EPIGENETICOS COMO MARCADORES
PROGNOSTICOS EM TUMORES UROTELIAIS”

Situagdio do Projeto: APROVADO

informamos que deverd ser comunicada, por escrito, qualquer modificagio que ocoma no
desenvolvimento da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatério final da pesquisa.

Atenciosamente,

e

Prof*. Dra. Alexandrina Apdrecida Maciel
Coordenadora
Comité de Etica em) Pesquisa-CEP/UEL
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ANEXO 3: Autorizacdo do Hospital do Cancer de Londrina para a utilizacdo das
amostras dos pacientes do Servico de Urologia.

- Hospitaldo
Cancerde
rina

DECLARACAO

Declaro para devidos fins que o Hospital de Céncer de Londrina autoriza a utilizagio de amostras
dos pacientes do Servico de Urologia desta instituiciio, no projeto de pesquisa intitulado
“Polimorfismos genéticos e marcadores epigenéticos como marcadores progndsticos em tumores
uroteliais”, realizado em parceria com o - Departamento de Biologia Geral da Universidade

Estadual de Londrina, sob coordenagfo da pesquisadora lice Mara de Syllos Colus.

Londrina, 15 de margo de 2010.

Cassio José\delAbreu
Diretor ic



