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EXTRATO

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células. As causas do cancer
podem ser tanto por fatores externos como fatores internos. O cancer é a segunda
principal causa de morte em paises economicamente desenvolvidos e a terceira
principal causa de morte nos paises em desenvolvimento. Com o conhecimento
sobre mecanismos moleculares da oncogénese advindo das técnicas de biologia
molecular possibilitou o desenvolvimento de técnicas moleculares de diagnéstico e
alternativas de tratamento. As caderinas sdo glicoproteinas transmembranares de
120 pb, calcio dependentes, com funcdo de promocéo da adeséo intercelular. Como
a maioria dos tumores é de origem epitelial, a E-caderina tem sido intensamente
estudada em relacdo a sua funcdo na génese e metastase do tumor. Os estudos
recentes sobre a funcdo da E-caderina mostram a importancia desta molécula
também na reducao da proliferacao celular. Desta forma, objetivou-se no presente
trabalho caracterizar a populagdo do sul da Bahia relativamente ao polimorfismo -
160 C/A e -347 G/GA da regido promotora, no gene CDH1 da E-caderina e
determinar o risco relativo de cancer da prostata associado a esses polimorfismos.
Como resultados, os individuos portadores de pelo menos uma coépia do alelo
mutante do SNP -347 G/GA apresentaram um risco significativo (OR = 1,70, IC 1,03
— 3,08, p = 0,038) e os heterozigotos do SNP — 160 C/A apresentaram-se como fator
de risco para o cancer de prostata elevado em 1,88 vezes em relagcdo ao genaotipo
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selvagem. Concluimos que a identificacéo de fatores de risco genético para o cancer

de préstata contribuird para detec¢éo precoce da doenca.

Palavras-chave: cancer, prostata, polimorfismo, E-caderina, CDH1.
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ABSTRACT

SANTOS, Leonardo Moreira, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
February 2010. E-cadherin gene polymorphisms and the risk of prostate cancer
in a population of the south of the Bahia . Advisor: Ronan Xavier Corréa. Co-
advisors: Fabricio Rios Santos and Sandra Mara Bispo Sousa.

O ABSTRACT SERA INCLUIDO APOS AVALIACAO DO EXTRATO PELA
BANCA!
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1. INTRODUCAO

O céancer acompanha a humanidade desde o seu primoérdio. A mais antiga
evidéncia de cancer foi encontrada em fdésseis datando 10.000 a.C. As primeiras
descricbes de tumores foram mencionadas em papiros da india (600 a.C.), Egito
(1600 a.C.), Babilénia e Grécia. O grego Hipdcrates (460 a 370 a.C.) foi quem usou
o termo carcinoma pela primeira vez (RUBIN e FARBER, 2002). Cancer é o nome
dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento
desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo
espalhar-se (metéstase) para outras regides do corpo (MOTTA, 2002; INCA, 2009).
Esse crescimento desordenado leva a formacdo de uma massa de células chamada
neoplasia ou tumor e a esse processo da-se o nome de tumorigénese (JORDE,
2000).

As causas do cancer podem ser tanto por fatores externos (quimicos, fisicos
ou bioldgicos) como fatores internos (mutacbes herdadas, hormdnios, condices
imune e mutacdes que ocorrem a partir de metabolismo) (GARCIA M. et al., 2007).
Estes fatores podem promover mudancas na funcdo ou expressdo de genes
relacionados ao desenvolvimento, diferenciacdo, proliferacdo, sobrevivéncia,
senescéncia celular e reparo genético, como consequéncia de mutacao,
translocacdo, amplificacdo, delecdo ou de processos epigenéticos. Tais alteracdes
formam a base primaria da carcinogénese (JORDE, 2000; POLLOCK et al., 2006).

O cancer é a segunda principal causa de morte em paises economicamente
desenvolvidos seguido pelas doencas cardiacas, e a terceira principal causa de

morte nos paises em desenvolvimento apos doencgas cardiacas e doencas diarréicas
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(GARCIA M. et al., 2007). No mundo, mais de 670.000 homens sdo diagnosticados
com cancer de préstata a cada ano (CANCERSTATS, 2009). Esta doenca é de alta
prevaléncia na Ameérica do norte, leste e oeste europeu em comparagado com outras
regides do mundo (TROTTIER et al., 2010 e KAMOTO et al., 2005) representando
um desafio a saude publica (KAMOTO et al., 2005). No Brasil, as estimativas, para o
ano de 2010, apontam a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer. O niumero
de casos novos de céancer de prostata estimado serd de 52.350, ultrapassando
assim o de mama nas mulheres (INCA, 2009).

Ha mais de 30 anos a combinacdo de toque retal e dosagem sérica do
antigeno prostatico especifico (PSA) vém sendo utilizada no rastreamento do cancer
prostatico, e a biopsia prostatica por meio de ultrassonografia (US) transretal
estabeleceu-se como método necessario e suficiente para confirmacao histologica
(BORLEY e FENELEY, 2009). O principal problema decorrente do cancer de
prostata é a sua propensao para metastase. Esta tendéncia surge de mecanismos
moleculares especificos e interacbes que juntos levam a invasdo local,
extravasamento e metastase (CLARKE et al., 2009). As vias através das quais uma
célula torna-se maligna sdo muito variaveis e a descoberta dos genes envolvidos
neste processo representou um marco no entendimento das bases moleculares do
cancer. Assim, 0s oncogenes e 0S genes supressores de tumor desempenham um
papel fundamental na génese tumoral, e 0 aumento do conhecimento sobre eles,
sem duvida, contribuiu de forma decisiva para o desenvolvimento de métodos
diagndsticos mais sensiveis e permitir uma atuacdo melhor, mais especifica e eficaz
no campo da prevencdo, prognéstico, seguimento e terapéutica dos pacientes
(PARMIGIANI e CAMARGO, 2004).

O uso de drogas antitumorais baseadas em telomerase aumenta o grau de
especificidade e diminui a toxicidade em tecidos normais sugerindo que tais drogas,
como GRN163L podem ter ampla aplicacdo terapéutica (HARLEY, 2008). Além da
utilizacado de drogas com menores efeitos colaterais, a tendéncia de reprogramacao
de virus para tratamentos oncoldgicos foi evoluindo a medida que surgiram técnicas
que permitiram entender o tropismo molecular das mais diferenciadas familias virais
e as peculiaridades das células cancerosas (CATTANEO et al., 2008). A
identificacdo de novos marcadores moleculares para o cancer de préstata permite o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, com aplicacbes adicionais
(AGRAWAL et al., 2009).



O conhecimento sobre mecanismos moleculares da oncogénese advindo das
técnicas de biologia molecular possibilitou o desenvolvimento de técnicas
moleculares de diagnostico e alternativas de tratamento. Por exemplo, o teste de
PCA; consiste em dosar o mRNA das células provenientes da urina (HESSELS.e
SCHALKEN, 2009). Este é o mais novo teste baseado em &cidos nucléicos para
diagnéstico do cancer. No entanto, ainda se justifica a busca de testes que permitam
0 prognostico da doenca. Desta forma, o conhecimento sobre os polimorfismos nas
populacdes podera trazer evidéncias Uteis no desenvolvimento de novos testes
progndésticos com menos influéncia do meio. Desta forma, objetivou-se no presente
trabalho caracterizar a populagdo do sul da Bahia relativamente ao polimorfismo -
160 C/A e -347 G/GA da regido promotora, no gene CDH1 da E-caderina e

determinar o risco relativo de cancer da prostata associado a esses polimorfismos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. E-CADERINA: caracteristicas, funcdes e correlacdo com cancer

As caderinas sao glicoproteinas (TAKEICHI, 1991) transmembranares (BERX
e VAN ROY, 2001; KNUDSEN e WHEELOCK, 2005; CLARKE et al., 2009) de 120
pb (TAKEICHI, 1991), célcio dependentes (LODISH et al., 2000, OKEGAWA et al.,
2002 e WANG et al.,, 2008), com funcdo de promocdo da adeséo intercelular
(KNUDSEN e WHEELOCK, 2005) associadas as proteinas conhecidas por
cateninas, estabelecimento e manutengao da polaridade epitelial (TAKEICHI, 1991).
Além disso, elas estdo altamente expressas em células epiteliais normais e pouco
expressas em varios tipos de canceres (WANG et al., 2008) incluindo o cancer de
prostata (CLARKE et al.,, 2009). Alteracdes na sua funcdo devem-se a diversos
fatores, incluindo mutacées no DNA que originam uma sequéncia polipeptidica
alterada ou metilagdo de ilhas 5’CpG do gene de E-Caderina sdo observadas em
inimeros canceres. A perda alélica € um processo comum no adenoma prostético,
presente em mais de 50% dos casos nos cromossomos 8p, 10g, 13q, 16q (GIRAO
et al., 2005).

O loco génico que codifica a E-caderina situado na posicao
16022.1(GRUNWALD, 1993) é considerado um gene supressor de tumor
(OKEGAWA et al., 2002) e a perda de fungéo permite deslocamento celular e induz
a um fendtipo invasivo (CLARKE et al., 2009). Em trabalhos de transfeccdo de cDNA

de E-caderina em células de cades e ratos com adenocarcinoma invasivo foi
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observada mudanca das mesmas para o carater nao invasivo (VLEMINCKX et al.,
1991).

As E-caderinas sdo consideradas os principais componentes na juncao de
aderéncia transmembranosa de células epiteliais de todos os 6rgdos (TAKEICHI,
1991). Como a maioria dos tumores é de origem epitelial, a E-caderina tem sido
intensamente estudada em relacdo a sua funcdo na génese e metstase do tumor,
uma vez que sua nao associagao com [-cateninas favorece a ativacdo da via de
sinal de transdugcdo Wnt/B-catenina (CHAN, 2006), promovendo a expressdo de
oncogenes como ciclina D1 e c-Myc, estimulando assim a proliferagdo celular
(GIRAO et al., 2005).

Os desmossomos unem as células epiteliais, as células mioepiteliais e os dois
tipos de células entre si, tornando-os essenciais para o estabelecimento do arranjo
de dupla camada (RUNSWICK et. al, 2001). Suas unibes, localizacdo celular e
atividade funcional sédo reguladas, em parte, pelos complexos classicos de adeséo
das caderinas (KNUDSEN e WHEELOCK, 2005), portanto, a perda da forte adeséo
gue os desmossomos promovem pode desencadear importante atuacdo na
disseminacao das células tumorais (COWIN et al., 2005; KNUDSEN e WHEELOCK,
2005).

Existem mais de 40 caderinas diferentes conhecidas (LODISH et al., 2000),
sendo que as mais estudadas sdo as caderinas E (epitelial), P (placentaria) e N
(neural), conhecidas como caderinas classicas (ROWLANDS et al., 2000).

A atividade das caderinas € regulada por multiplos mecanismos, incluindo a
interagcdo com as proteinas intercelulares denominadas cateninas, eventos de
fosforilacdo e extravasamento de conteudo extracelular (SOLER et al.,, 2002). O
complexo caderina-catenina desempenha um importante papel na morfogénese, na
arquitetura tecidual e na progressao do cancer. Esses complexos sao conhecidos
por influenciar as metastases e a invasdo das células neoplasicas por um processo
envolvendo a perda da adeséao celular (YOSHIDA et al., 2001).

O rompimento do complexo caderina-catenina produz alteragdes significativas
no comportamento celular (CLARKE et al., 2009), pois ele media mecanismos de
transducdo de sinal e regula o crescimento e diferenciacéo celular (OKEGAWA et
al., 2002).

Segundo BUSSEMAKERS et al. (1992), existe uma correlacéo inversa entre o

RNA mensageiro da E-caderina e a habilidade da célula tumoral para metastase,
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sugerindo que a E-caderina pode estar envolvida na progressao do tumor pela
ruptura da comunicacao célula-célula.

Os estudos recentes sobre a funcdo da E-caderina mostram a importancia
desta molécula também na reducédo da proliferacdo celular. Dois mecanismos de
redugéo pela E-caderina séo conhecidos. No primeiro a E-caderina inibe a mitose,
utilizando o receptor do fator de crescimento epidermal, o qual regula o nivel de p27
nas células. A p27 é uma proteina da familia dos inibidores das quinases
dependentes de ciclina que medeia a interrupcdo do ciclo celular bloqueando a
transicdo da fase G1 para a S (TOYOSHIMA e HUNTER, 1994). O segundo
mecanismo é mediado pela B-catenina, quando livre atua na transcricdo celular. A
guantidade desta catenina livre pode ser originada da reducdo de expressao da E-
caderina ou da mutacdo génica (BRUNETTI et al., 2005). SHAH et al. (2006)
realizaram experimentos em células cancerosas prostaticas andrégeno-dependentes
e independentes e observou que a atividade de B-Catenina também é modulada
pelo nivel da enzima acido graxo sintase (FIORENTINO et al., 2008). A B-catenina
tem uma fung&o importante na organogénese e no cancer em seres humanos devido
a sua dupla funcéo, pois atua tanto no complexo de adesividade como na regulagao
de traducdo ou transcricdo (HATSELL et al., 2003 e CLARKE et al., 2009). Na
prOstata e em outras estruturas, uma chave reguladora da ligacdo célula-célula é o
complexo caderina-catenina (CLARKE et al., 2009).

Entre as diversas classes de caderinas, a E-caderina é a que se encontra
mais frequentemente alterada em tumores. Diferentes estudos revelam que a E-
caderina é frequentemente inativada durante o desenvolvimento de carcinomas
humanos, incluindo carcinomas de mama, célon, préstata, estdmago, figado,
esobfago, pele, rim e pulméo (MELO et al., 2003). A inibicdo da funcéo da E-caderina
pode ocorrer por diversos mecanismos, entre eles mutacdo ou delecdo do gene
CDH1, rearranjo cromossémico ou hipermetilagcdo (MELO et al., 2003).

Varios elementos de atividade cis tem sido identificados dentro do
polimorfismo do gene da E-caderina, incluindo dois E box, um CAAT Box e um sitio
de ligagéo rico em GC SP1 Box (NAKAMURA et al., 2002 e GIROLDI et al., 1997).

Segundo CHENG L. et al. (1996), UMBAS R. et al. (1994) e DUNSMUIR et al.
(2000), no cancer de prostata, a baixa expressdo de E-caderina é correlacionada
com transformacdes malignas do epitélio prostatico, maior grau do tumor, metastase

0ssea e com mau prognostico. Essas consequéncias também sdo observadas na
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presenca de anormalidades na localizacdo celular da E-caderina (UMBAS et al.,
1992).

As variacdes de DNA ocorrem por motivos diversos e dependendo da sua
frequéncia e habilidade de causar doencas, essas variagcbes sdo chamadas de
polimorfismos (BALASUBRAMANIAN et al., 2004). Estudos recentes, tém
demonstrado uma forte associacdo entre gendtipos dos SNPs (polimorfismos de
nucleotideo Unico) — 160 C/A, - 347 G/GA com o cancer de ovério (Li et al., 2007), —
347 G/GA com céancer colorretal e géstrico (SHIN et al., 2004 e ZOU et al., 2009),
cancer de esdfago (ZHANG, et al., 2005), — 160 C/A com o cancer de prostata
(JONSSON et al., 2004; GIRAO et al., 2005; KAMOTO et al., 2005; VERHAGE et al.,
2002; LI et al. (2000); WANG et al., 2008) apesar de entender que esta patologia
também se associa a outros genes como mostra o trabalho de revisdo de Di PIETRO
et al., (2010) citando varios autores que demonstraram a relacdo entre as variacdes
genéticas do GST ao cancer de prOstata, no qual as mutacdes promovem um
aumento no risco em desenvolver a doenca.

Varios genes mutados estdo sendo associados ao cancer de proéstata, tais
como: TP53, PTEN, RB, CDKN2, AR (receptor de andrégenos) e CTNNB1. O SNP
mais comum foi observado em TP53 e é caracteristico de doenca em estagio
avangado. Os genes MSH2 e PMS2 tém sido com mutag¢des na linhagem celular da
prostata cancerigena (GRANGEIRO et al.,, 2004 e MAKRIDAKIS, 2001). Por
exemplo, o polimorfismo de AR localizado no exon 1, altera a atividade
transcricional, modificando a regulacdo da acao do andrégeno nos tecidos, incluindo
na préstata. As células prostaticas se tornam mais sensiveis a acdo do andrégeno o
gue aumento o risco de cancer de prOstata por hiperestimulacdo cronica
(COUGHLIN e HALL, 2002).

TORKKO et al. (2008), realizou um estudo de associacdo dos polimorfismo
VDR (receptores de vit. D) e SDR5A2 (5 a redutase tipo Il — enzima que metaboliza
a testosterona) em espanhdis e encontrou aumento de risco para o cancer de
préstata.

NAM et al. (2005) examinou 13 polimorfismo (TNF308, GSTT1, KLK2,
Endostatina, MCRA, MCRV, Tirosina, MSR1, CHK2, RNASEL, HOGG1-326,
HOGG1-11657 e HRAS1) em locos diferentes e encontrou associagdo positiva em
TNF308 (OR=1,92,1C1,0-1,5p=0,05) e KLK2 (OR=1,5,1C1,0-2,2,p=0,04)



e associacao negativa com o GSTT1 (OR =0,81, IC 0,6 — 1,0, p = 0,06) e HOGGL1-
326 (OR=0,62,1C 0,5-1,0, p = 0,05).

Tabela 1: Estudos de polimorfismos associados ao cancer de préstata.

Autor Polimorfismos N° Amostra OR (95% IC) p Populacéo
LINDSTROM cromossomo 'Y 1447 casos OR = 0,65 0,17 Suecos
et al., 2008 983 cont. (04-12) ’
430 casos OR=13 0.21 N&o-Espanhdis
503 cont. (0,86 -1,98) ’ Caucasianos
SHOOK 150 casos OR =443 . Espanhois
et al., 2007 RNASEL 1925 239 cont. (1,68 - 11,68) 0,003 Caucasianos
68 casos OR=1041 .
' 0,001* Afro-Americanos
145 cont. (2,62 - 41,40)
OR=1,92 *
TNF (1,0 - 3.8) 0,04
OR=0,81 N
GSTT1 0,6-1,0) 0,04
OR=1,49 *
KLK2 (1,0-22) 0,02
Endostatina - 0,39
MC1R-160 - 0,12
MC1R-92 - 0,71
NAM L 996 casos,
et al., 2005 Tirosinase 1092 cont. - 0,86 Canadenses
MSR1 - 0,26
CHK2 - 0,51
RNASEL - 0,81
OR=0,68 .
HOGG1-326 (0,5 - 1,0) 0,03
HOGG1-11657 - 0,67
HRAS - 0,83
AGALLIU BRCAL 979 casos, TR ) Judeus
tal., 2009 1251 t. T
eta BRCA2 con 0.9-41)
KARLSSON 1425 casos, OR=1,22 *
et al, 2006 Erp 801 cont. (1,02-1,46) 203 Suecos
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KAMOTO E-caderina 236 casos, OR=1,93

1 %
et al., 2005 -160 C/A 248 cont. (1,13-329) 016 Japoneses
GOTO E-caderina 200 casos, OR=1,88 0.002* Japoneses
et al., 2007 -160 C/A 159 cont. (1,25-2,83) P
OR=3,04 0.003* Norte Americanos
POOKOT E-caderina 135 casos, (1,26 -7,32) ! Brancos
et al, 2006 -160 C/A 237 cont. OR=0,4 0.009* Norte Americanos
(0,08 - 2,00) ! Negros
OR=1,31 *
AR 1918 casos (1,06 - 1,61) 0,011
E-caderina OR=1,31 *
DONG 160 C/A 2633 casos (1,08 - 1,60) 0,007 Estudo Baseado
et. al, 2008 OR=1,08 em 161 Meta-
. ’ - 4 * A II-
CYP17 8013 casos (1,00 - 1,15) 0,03 nalises
OR=1,27 *
RNASEL 3038 casos (1,13 - 1,44) 0,0001

2.1 O CANCER DE PROSTATA: caracteristicas, diagndstico e tratamento

A préstata é uma glandula localizada na parte inferior da bexiga, perfurada
pela uretra, que apresenta como principal funcdo a producdo de fosfatase &cida,
fibrinolisina e acido citrico diretamente na luz da uretra. Com a idade, o estroma da
prostata e as glandulas da mucosa e submucosa crescem em uma condi¢do
conhecida como hiperplasia prostatica benigna — HPB (GARTNER e HIATT, 2003;
GUYTON e HALL, 2002). Apesar de ser considerado um processo fisiologico normal,
a hiperplasia da prostata pode evoluir para o cancer. Muitos fatores estimulantes tém
sido identificados influenciando a metastase 6ssea no cancer de prostata tais como:
os fatores estimuladores de osteoblastos, fatores de crescimento vascular, IGF-1
entre outros (CLARKE et al., 2009).

O cancer de prostata tem sido associado a varios fatores de predisposi¢ao
como a obesidade, a ingestdo de gordura e a sindromes metabdlicas (FIORENTINO
et al., 2008). A superexpressdo e o ganho no numero de copias do gene da enzima
acido graxo sintase também foram observadas em tecidos de pacientes com
diversas neoplasias (SHAH et al., 2006). As diferentes taxas de prevaléncia do
cancer de prostata entre regides do mundo néo estéo relacionadas apenas a fatores
geograficos, mais também a extremas diferencas na dieta e no estilo de vida. Um
classico exemplo estad nos japoneses (baixa prevaléncia) que migram para a

América do Norte (alta prevaléncia) e adotam o estilo de vida e a dieta local
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aumentando o risco de desenvolver cancer de prostata (TROTTIER et al., 2010). Os
fatores de risco também incluem a idade, etnia e o histérico familiar (JONSSON et
al., 2004). Em uma visao mais ampla dos mecanismos causadores do cancer de
préstata devemos pensar que as variaveis nao incluem apenas a dieta, a exposi¢cao
ambiental, a idade e o polimorfismo do DNA. No entanto, os polimorfismos do DNA
incluem milhdes de alelos de baixa penetrdncia que contribuem para a
susceptibilidade a doenca e que ainda sdo mal compreendidos (MACOSKA, 2006).

O aumento no numero de casos de cancer de prostata trouxe consigo
questdes relacionadas a melhor maneira de tratar estes casos (INCA, 2009). Seu
diagnostico precoce tem sido de grande valor no que diz respeito ao melhor
prognéstico da doenca (HEKAL, 2009). Os maiores impulsionadores desta mudanca
foram o uso do antigeno prostatico (PSA), o ultra-som e o toque retal como
ferramentas de triagem; a biépsia é aplicada como mecanismo diagndstico
(BORLEY e FENELEY, 2009). No entanto, o tratamento do cancer de préstata é um
processo muito complexo. Ele exige uma variedade de condutas disponiveis e
envolvimento de muita disciplina. A combinacdo exata, a dosagem e a intensidade
do tratamento continuam a ser fortemente debatidos (PAYNE, 2009). Contudo, o
vasto leque de opc¢Bes de tratamentos disponiveis para os homens com cancer de
prostata inclui técnicas invasivas, tais como cirurgia, radioterapia (braquiterapia) e
crioterapia; € menos invasivas como a terapia hormonal. Infelizmente, estes
tratamentos estdo associados a diferentes graus de debilitacdo fisiologica e efeitos
colaterais que podem influenciar negativamente na qualidade de vida do paciente
(HEKAL, 2009).

O PSA é uma protease serina, produzida principalmente pelo epitélio
prostatico e glandulas periuretrais. No sangue, 70% a 90% do PSA circula na forma
complexada. A dosagem de PSA é considerada um teste de triagem para o cancer
de préstata simples, seguro e amplamente utilizado, mas que nao traz nenhum efeito
sobre a histdria natural da doenca e ndo é muito eficiente devido ao fato de sofrer
muita influéncia externa e apresentar um elevado niumero de falso-positivo (BORLEY
e FENELEY, 2009). HEKAL et al. (2009), recomendam o uso do PSA com menor
ponto de corte (menor valor em ng/mL) a fim de detectar o cancer de prostata com
maior frequéncia na fase curavel.

O toque retal continua a ser o principal teste para avaliacdo clinica inicial da

prostata, junto com o PSA. Esse teste tem a vantagem de detectar tumores que nao
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alteram o PSA (BORLEY e FENELEY, 2009), uma vez que ha uma prevaléncia de
até 27% de tumores em pacientes com PSA abaixo de 4 ng/mL (BARONI, 2009).
Entretanto, o toque retal apresenta pouca reprodutibilidade, detectando o céancer
num estagio patoldégico mais avancado, fazendo com que 75% dos homens
diagnosticados com cancer através deste exame acabem morrendo por causa dessa
doenca (BORLEY e FENELEY, 2009).

A modalidade mais comum de diagndstico do cancer de préstata atualmente &
a ultra-sonografia transretal — TRUS. Apesar de ndo ser recomendada para a
deteccdo na fase inicial do cancer, pode, no entanto, identificar cistos, abscessos e
calcificagbes no interior da pristata e ser usado para determinar seu volume. A sua
importancia maior esta no fato de que suas imagens direcionam a agulha para
bidpsia em locais especificos da préostata. O TRUS é uma ferramenta que auxilia na
biopsia e é capaz de detectar até 15% mais canceres (BORLEY e FENELEY, 2009).

A maioria dos homens com cancer de préstata local e avancado enfrenta um
risco significativo de progressdo da doenca. Especialmente os que apresentam
caracteristicas desfavoraveis como PSA = 20 ng/mL e Gleason = 8 (PAYNE, 2009).
A escala Gleason mede o padrao modificacao celular, e serve para informar sobre a
provavel taxa de crescimento do tumor e sua tendéncia a disseminagdo. E
classificado em uma contagem partindo do 1 (menos agressivo) a 5 (mais
agressivo). Os dois padrdes de Gleason mais comuns sao adicionados para dar um
escore total de 2 = (1+1) a 10 = (5+5) (BRASIL, 2002 e ACTIVA, 2009).

Um tipo de tratamento muito utilizado é a hormoénioterapia, que pode ser
realizada de duas formas: rompendo o fornecimento de testosterona enddgena por
castracdo de base, chamado de orquiectomia bilateral ou através de injecdes de
horménio agonistas que agem suprimindo a producdo de testosterona a partir dos
testiculos (PAYNE, 2009). Contudo, ensaios clinicos demonstram a tendéncia de
aumento de sobrevida dos pacientes com cancer de préstata submetido a
tratamentos convencionais (prostatectomia, radioterapia ou vigilancia de espera)
acrescidos do uso de antiandrogeno como a bicatulamida (McLEOD et al., 2005).

A segmentacdo e modulagdo de marcadores moleculares identificados em
lesGes precursoras do cancer de prostata, como neoplasias intraepiteliais prostéaticas
(PIN) e atrofias inflamatdrias proliferativas (PIA), oferecem grande potencial para a
quimioprevengdo (AGRAWAL et al., 2009).
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Os avancos da genética e biologia molecular e a introducéo de novas técnicas
nesta area comegcam a permitir fazer um diagnostico molecular com identificagéo
precoce do risco para desenvolver o cancer de prostata, assim como ja existe com o
cancer de mama as mutacdes BRCAL fornecendo um risco de desenvolver cancer
de 60 a 85 % durante a vida e 0o BRCA2 com risco de 30 a 45% (TURNPENNY, e
ELLARD, 2009). Estes avancos na ciéncia sao de grande importancia, quando se
tratam de identificar mutacdes em genes implicados na proliferacéo celular tal como
a E-caderina. Atualmente ja existe no mercado um marcador tumoral para cancer de
prostata proveniente de estudos com o gene PCA3. O marcador urinario uPM3
detecta mRNA nao codante derivado do gene que se encontra altamente expresso
em tecido neoplasicos de prostata. O mRNA é extraido de células excretadas na
urina e medido em uma amostra recolhida apds um minucioso exame de toque retal.
Apesar do incomodo causado na realizacdo do exame, o uPM3 oferece superior
especificidade e acuracia em comparacdo com o PSA total e PSA livre (HESSELS e
SCHALKEN, 2009).

Atualmente, estdo sendo realizados ensaios clinicos com vacinas génicas
baseadas em marcadores identificados (AGRAWAL et al., 2009).

Tratamentos alternativos para o cancer de préstata tem sido tema de muita
discussdo no meio cientifico. HEKAL 2009 aponta uma série de evidéncias
sugerindo que os exercicios fisicos podem trazer beneficios para os homens com
cancer de prostata de baixo grau, pelo declinio nos niveis de PSA, inibicdo de
células tumorais e reducdo dos eventos clinicos. Mas, uma vez que 0s exercicios
ndo foram estudados como Unica intervengcdo, os resultados ndo podem ser
atribuidos aos exercicios isoladamente. Sabe-se que o exercicio influencia em
inimeras vias moleculares envolvidas na patogénese do cancer de prostata. Ele
pode contribuir para a reducdo da disfuncdo erétil pds-prostatectomia pela
modulagdo dos mecanismos moleculares responsaveis pela erecdo peniana,
especialmente o 6xido nitrico. O 6xido nitrico ativa a adenilato ciclase em células do
musculo liso do pénis, causando a conversao de GTP em GMP ciclico com ativacao
da proteina Kinase G e aceleracdo do fluxo de calcio e potassio proveniente das
células musculares lisas, resultando em dilatacdo vascular e aumento do fluxo de
sanguineo no pénis.

Segundo LEUNG et al. (2004), o exercicio pode inibir as células do cancer de

préstata, aumentam o teor de p53 que tem acao de controle do ciclo celular, reparo
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do DNA e inicio da apoptose na presenca de mutacdes no genoma. O exercicio
aerobico diminui os niveis séricos de varios metabdlicos e horménios esterdides
sexuais que agem no estimulo ao cancer de prostata, incluindo o fator de
crescimento insulina dependente (IGF-1), insulina de jejum, lepitina e testosterona,
além de melhorar a funcdo imune inata em adicdo a reducdo de sistemas
inflamatoérios (HEKAL, 2009).

Além dos exercicios existe a terapia focal, uma técnica que permite retirar
uma regido neoplasica conhecida da prostata, mantendo o parénquima nao-maligno
intacto. Em muitos casos, o parénquima preservado é um tecido adjacente aos
feixes neurovasculares, que permitem a preservacdo da funcao erétil e continéncia
urindria (MOURAVIEV et al., 2009), uma vez que essas Sao as principais queixas
dos pacientes acometidos com o cancer de prOstata e que estdo submetidos aos

tratamentos convencionais.
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3. METODOLOGIA

As amostras de sangue periférico foram colhidas de 102 homens,
diagnosticados com céancer da prostata, no centro de oncologia ONCOMED em
Vitéria da Conquista, na clinica ONCOSUL em Itabuna e na clinica oncologica de
llhéus —CLIONI, de maneira aleatoria, alternando-se dias de coleta de dados e
amostras, por um periodo de um ano e 6 meses. As clinicas ONCOMED, ONCOSUL
e CLIONI atendem ndo somente pacientes particulares, mas também SUS, uma vez
que sao centros de referéncia, e prestam servicos as prefeituras dos municipios,
realizando tratamento e acompanhamento de pacientes com cancer. As amostras de
sangue controle foram obtidas de 226 controles, dos quais foram usados somente
109. O critério adotado para inclusdo nos controles foi selecionar os individuos sem
histérico de cancer na familia com parentesco de até 2° grau e que apresentavam
PSA abaixo de 3 ng/mL. Estas coletas ocorreram nos laboratérios MASTERLAB em
Itapetinga, LABO em Vitéria da Conquista, LAP e LAPEC em Itabuna. Além disso,
foram realizadas trés campanhas publicas nas cidades de Itabuna e Ilhéus em dias
alternados, com a finalidade de conscientizacdo e prevencao ao cancer, fornecendo
exames de PSA gratuito e aproveitando para convidar pessoas a aderirem como
voluntarios nesta pesquisa bem como para explica-la.

A coleta dos dados epidemiolégicos e biolégicos foi obtida conforme TCLE
(Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) aprovado pelo comité de ética da
UESC sob o numero 358. Cinco mililitros de sangue periférico foram obtidos de uma
Gnica puncédo e separados em dois tubos a vacuo, sendo que um deles continha
anti-coagulante EDTA em seu interior. A amostra de sangue do tubo seco (sem
EDTA) foi utilizado nos respectivos laboratorios para realizacdo da dosagem de PSA
total e o tubo contendo EDTA foi levado ao Laboratério de Farmacogendmica e
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Epidemiologia Molecular da UESC para extragcdo de DNA. O EDTA foi usado para
impedir a coagulagao do sangue no interior dos tubos, facilitando assim as extracoes
do DNA que ndo ocorreram nos mesmos dias das coletas. Essa extracdo foi
realizada de acordo com as especificacfes do kit de extracdo FlexiGene da Qiagen
e 0 DNA foi quantificado no aparelho Gene-Quant.-

Um fragmento de DNA de 417 pb, contendo o SNP G/GA na posi¢cao —347 e
outro fragmento de 231 pb, contendo o SNP C/A na posicédo —160, relativamente ao
local de inicio da transcricdo na regido do promotor do gene da E-caderina, foi
amplificado por PCR alelo especifico, utilizando os seguintes primers: forward 5'-
CAGCTTGGGTGAAAGAGTGAGC-3' para o alelo selvagem e forward 5'-
CAGCTTGGGTGAAAGAGTGAGA-3’ para o alelo mutante na posicao —347; forward
5-CAACTCCAGGCTAGAGGGTCAC-3 para o alelo selvagem e forward 5'-
CAACTCCAGGCTAGAGGGTCAA-3’ para o alelo mutante na posi¢cao —160; reverse
3-CTCGAACGCCTTCAGTCAAGT-5’ foi o0 mesmo para os dois SNPs. Para cada
amostra de DNA foram realizadas quatro reacdes PCR utilizando-se as combinacdes
de primers forward 5 e reverse. O primer forward utlizado na amplificacdo do alelo
mutado, continha na sua extremidade 3’ a base complementar ao SNP. Todos os
primers foram desenhados e testados a partir da sequéncia encontrada no NCBI.

Os primers foram testados quanto a temperatura média de anelamento e as
chances de ocorrer anelamentos inespecificos podendo formar dimeros de primers
indesejados.

O volume final de reacao foi de 20 pyL contendo 30 ng de DNA, 10 pmol de
cada primer, 2,5 nmol/L de dNTP’s e 1U de taq polimerase. O protocolo utilizado na
reacdo de PCR visando detectar o SNP —160 C/A consistiu de um passo a 95 °C
durante 5 min, seguido de 38 ciclos de 95 °C durante 15 s, 56 °C durante 15 s e 72
°C durante 20 s, seguido de um passo final de elongacdo de 72 °C durante 2 min. O
protocolo de reacao para o SNP — 347 G/GA sofreu algumas alteracdes apenas nas
etapas dos ciclos de amplificacdo em funcdo do fragmento possuir um maior
comprimento. Os 38 ciclos foram de 95 °C durante 20 s, 63 °C durante 40 s e 72 °C
durante 30 s. Os fragmentos foram separados em gel de agarose 1,5% numa cuba
de eletroforese a 95 volts e comparados ao marcador de peso molecular a fim se
confirmar o tamanho esperado do fragmento.

A significancia da distribuicdo genotipica nos dois grupos (controle e caso), foi

calculada usando o teste de y*> com 2 graus de liberdade, utilizando o software
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SPSS, versédo 10.0. As diferencas foram consideradas significativas quando p <
0,05. O risco especifico ligado ao gendtipo foi estimado utilizando o odds ratios, com
limite de confianca 95%. As frequéncias genotipicas dos dois SNPs foram testadas

quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando-se ¥ (a = 0,05, gl = 2).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Andlises Moleculares

As primeiras reagbes de PCR testando os primers falharam ou geraram
aparecimento de um grande numero de bandas inespecificas como mostra a figura
1.

Figura 1: Reacéo teste de primers

- 160 C/A - 347 G/GA

N/
DNA 01 DNAO2 DNAO5 DNA 03 DNAO4 DNAO5
S

M S M S

400 Pb=>

300 Pb—>

200Pb=>

100 Pb—>

* banda inespecifica; S = alelo selvagem; M = alelo mutante; LADDER = marcador de peso molecular.

ApoOs ajustes elevando o tempo de extenséo e a temperatura de anelamento,
as bandas inespecificas deixaram de existir (figura 2). Para isso os programas foram
separados especificado o SNP a ser genotipado. Como a Tag polimerase apresenta
funcdo de exonuclease, o individuo foi genotipado separadamente para o alelo

selvagem e mutante conforma mostra o geéis das figuras 1 e 2.
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Figura 2: Reacgéo de PCR ajustada para o SNP — 160 C/A

DNA 01 DNA 02 DNA 03 DNA 04 DNA 06

S M s M S M S M S M

DNA 05 Cont. Neg.

Legenda: S = alelo selvagem; M = alelo mutante; Pb = marcador de peso molecular;
Cont. Neg.= controle negativo.

A reacao de PCR s6 foi realizada com o DNA dos voluntarios sadios que se

encontravam dentro dos critérios estabelecidos para os controles.

4.2. Andalises Estatisticas

A média de idade entre os casos e controles foi de 73,65 e 56,31
respectivamente. Essa diferenca se mostrou estatisticamente significativa (p < 0,01,
teste t Student) com apresentado na tabela 2. No entanto, mesmo se mostrado
distinta, a média dos controles permaneceu dentro da faixa de risco considerado
para o cancer de préstata que é acima dos 50 anos.

Com excecao dos genotipos para o SNP — 347 G/GA do grupo caso, 0S
demais gendtipos apresentaram-se em desequilibrio de Hardy-Weinberg. Uma vez
que foi usado um critério de inclusdo restringindo o grupo controle, mesmo que de
carater fenotipico, reduziu-se a aleatoriedade da amostragem, aumentando-se as

chances ocorréncia de desequilibrio.

Tabela 2: Caracteristica descritiva do cancer de prdstata nos casos e controles e o0

risco para o cancer de prostata associado com o consumo de tabaco e alcool.

Variaveis Casos (n=112) Controles (n=109) OR (IC 95) p
Idade (Médiax DP) 73,65 56,31 <0,01
Cor da Pele n (%)
Eurodescendentes 27 (26) 36 (33,3) 0,24
N&o Eurodescendentes 77 (74) 72 (66,7)

Etilismo n (%)
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Nunca 23 (22,1) 27 (25) Ref.

Sempre 81 (77,9) 81 (75) 1,17 (0,62 - 2,21) 0,62
Tabagismo n (%)

Nunca 26 (27,4) 51 (47,2) Ref.

Sempre 69 (72,6) 57 (52,8) 2,37 (1,31 - 4,27) 0,004

Entre as varidveis analisadas na tabela acima, apenas o tabagismo
apresentou risco para o desenvolvimento do cancer de prostata (p = 0,004), como é
de se esperar uma vez que habito de fumar tem relagdo direta em uma série de
carcinomas. Este resultado é compativel com o trabalho de PLASKON et al. (2003)
gue encontraram risco moderadamente aumentado para os fumantes (OR = 1.4,
95% IC 1.0 — 2.0) em relagéo aos nao fumantes.

As variaveis contidas na tabela 2 usaram como critério: a auto declaracao
para a cor da pele, o tempo e a frequéncia de exposicdo para o etilismo e
tabagismo. O sempre tabagista € considerado aquele que fuma ou fumou pelo
menos um cigarro por dia no periodo minimo de 1 ano e o sempre etilista é
considerado aquele que bebe ou bebeu pelo menos duas vezes por semana no
periodo minimo de a ano. Estes mesmos critérios foram utilizados por ROSSINI et
al. (2007), com estudos de polimorfismos de GSTP1 e GSTT1 alterando o risco para
cancer de esbfago.

Nas analises do SNP -347 G/GA do gene da E-caderina, verificou-se que o
genotipo heterozigoto foi mais frequente entre os casos comparado aos controles
(33,3 vs 18,5) respectivamente (Tabela 3). Esse gendtipo apresentou-se como fator
de risco para o cancer de prdéstata, elevando em 2,28 vezes o risco em relacdo ao
gendtipo selvagem. Aplicando-se o modelo dominante, que assume a hipétese na
qual basta o individuo carregar uma Unica cépia do alelo mutante para que ele tenha
um risco aumentado da doenca em relagdo ao homozigoto selvagem (modelo muito
usado quando a freqiiéncia do gendtipo homozigoto mutante € baixa), percebeu-se
que os individuos portadores de pelo menos uma cépia do alelo mutante também
apresentaram um risco significativamente maior (OR = 1,70, IC 1,03 — 3,08, p =
0,038). No entanto, ao aplicar o modelo multiplicativo, o alelo mutante né&o
apresentou risco significativamente maior que o alelo selvagem (OR = 1,38, IC 0,9 —
2,1, p = 0,135). Em trabalho semelhante com a E-caderina associada ao risco de
desenvolver o cancer de ovario, LI et. al. 2007 ndo encontrou diferenga significativa

entre os SNPs -160 C/A e — 347 G/GA e o risco de desenvolver a doenca.
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KIEMENEY et al. 2006 estudou os mesmos dois polimorfismo associados ao risco
de cancer de bexiga e também ndo encontrou associacao significativa para o SNP -
347 G/GA. No entanto, ZOU et al. 2009, em seus estudos com populacdes chinesas,
encontrou a frequéncia de GA significamente elevada nos casos em relacdo aos
controles (p = 0,019).

Tabela 3: Frequéncia genotipica e alélica, do polimorfismo -347 G/GA no promotor

do gene de E-caderina.

Gendtipo Casos n (%) Controles n (%) OR (IC95) p
GG 56 (51,9) 71 (65,7) Ref.
G/GA 36 (33,3) 20 (18,5) 2,28 (1,9-4,36) 0,012
GA/GA 16 (14,8) 17 (15,7) 1,19 (0,55 - 2,57) 0,652
GA/GA ou G/GA 52 (48,1) 37 (34,3) 1,78 (1,03 - 3,08) 0,038
G 148 (68,5) 162 (75) Ref.
GA 68 (31,5) 54 (25) 1,38(0,9-2,1) 0,135

O alelo mutante SNP -160 C/A ndo apresentou diferenca significativa na sua
frequéncia entre casos e controles (Tabela 4). Contudo, 0 gendétipo heterozigoto foi
mais frequente entre os casos comparando com os controles (55 vs 40,7)
respectivamente. Dados semelhantes foram encontrados por JONSSON et. al. 2004
sobre a influéncia do polimorfismo — 160 C/A no risco de cancer de préstata entre
homens com e sem histérico familiar ndo observou nenhuma diferenga significativa
entre os esses dois grupos. Porém, entre o grupo afetado com cancer de préstata
hereditario ocorreu uma maior propor¢cdo de heterozigotos e homozigotos A em

comparac&do com o grupo controle.

Tabela 4: Frequéncia genotipica, do polimorfismo -160 C/A no promotor do gene de
E-caderina.

Gendtipo Casos n (%) Controles n (%) OR (IC 95) P
CcC 47(42,3) 64(59,3) Ref. -
CA 61(55,0) 44(40,7) 1,88 (1,1 - 3,24) 0,021
AA 3((2,7) 0(0,0) - 0,082*

AA ou CA 64(57,7) 44(40,7) 1,98 (1,15 - 3,39) 0,012

* Teste exato de Fisher.

O genatipo heterozigoto CA, apresentou-se como fator de risco para o cancer
de prostata elevando em 1,88 vezes o risco em relagdo ao gendtipo selvagem. N&o
foi encontrada diferenca significativa na frequéncia do genotipo mutante entre os

grupos casos e controles. Isso fato pode ser explicado pela baixa frequéncia
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encontrada na populacdo amostral. Ao usar o modelo dominante, observou-se que
individuos contendo apenas uma copia do alelo mutante tiveram um maior risco (OR
= 1,98, IC 1,15 - 3,39, p = 0,12). KAMOTO et al. (2005), em seus estudos de
associacdo do polimorfismo -160 C/A do gene de E-caderina em populacéo
japonesa encontrou diferencas estatisticamente significativas entre pacientes com
cancer de préstata invasivo e os controles (Individuos com hiperplasia benigna da
préstata) quanto a presenca do alelo A, o que sugere a possibilidade deste alelo
resultar no aumento do risco de progresséo do cancer de prostata.

VERHAGE et. al. 2002, em seus estudos com holandeses, encontrou uma
frequéncia maior do alelo A em relagcdo ao alelo C, do polimorfismo — 160 C/A do
gene da E-caderina, em homens com cancer de préstata avancado em relacdo aos
homens com cancer de prostata ndo avancado. O mesmo ocorreu com WANG et al.
(2008), em seu estudo de meta-andlise envolvendo a associa¢éo do polimorfismo —
160C/A da E-caderina e a susceptibilidade para sete diferentes tipos de céancer,
encontrou o alelo A relacionado ao aumento significativo de desenvolver o cancer de
préstata tanto para populacfes asiaticas quanto para europeus.

Apesar de grande numero de trabalhos relacionando de forma significativa a
presenca do alelo mutante -347 G/GA a risco de desenvolver variados tipos de
cancer, os trabalhos de HAJDINJAK e TOPLAK (2004) com a populagéo Eslovénia
nao mostraram risco relativo ao alelo A do polimorfismo — 160 C/A da E-caderina e o
cancer de préstata nem a sua influéncia na magnitude da doenca. Apesar de néo
terem usado a histéria familiar em suas analises, acredita-se que isso nao afeta a
validade dos resultados pois VERHAGE et al. (2002) avaliou esse aspecto e néo
encontrou diferenca nas frequéncias desse polimorfismo ocorrido entre os pacientes
com cancer de prostata esporadico e cancer de prostata familiar.

Nenhum gendtipo dos dois polimorfismos estudados, apresentou risco
significativo para o aumento da escala Gleason. Diversas explicagbes podem surgir
desta observacdo. Entre elas, uma plausivel seria a de que os tratamentos
oferecidos aos pacientes com esta patologia estariam agindo no estadiamento (nao
crescimento) do tumor o que resultaria na manutencao do grau de diferenciacao das
células tumorais e a ndo elevacdo da escala Gleason. Porém, GOTO et al. (2007)
trabalhando no polimorfismo — 160 C/A da E-caderina, encontrou a presenca do

alelo A significativamente associada ao aumento no risco de ocorréncia do cancer
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de prostata, contudo ndo encontraram nenhuma associacao entre o SNP e a escala

Gleason.

Tabela 5: Relacdo entre gendtipos dos SNPs —160 C/A e —347 G/GA com a escala

Gleason.
- Gleason
SNP Genodtipos OR (IC95) p
6a10 (%) 1a5(%)
CC 14 (41,2) 29 (42,6) Ref.
-160 C/A
AA ou CA 20 (58,8) 39 (57,4) 1,06 (0,46 - 2,45) 0,53
GG 16 (47,1) 36 (55,4)
- 347 G/GA
GA/GA ou G/GA 18 (52,9) 29 (44,6) 1,39 (0,61-3,21) 0,282

Tabela 6: Relacado entre gendtipos dos SNPs —160 C/A e —347 G/GA com o nivel de
PSA.

SNP Gendtipos N PSA Médio p*
cC 64 1,08
160 C/A 0,5
AA ou CA 43 1,05
GG 70
347 G/GA 1,04 0,79
GA/GA ou G/GA 37 1,14

* Teste U de Mann-Whitney

Para analisar as médias de PSA de acordo com o gendtipo, foi utilizado o
teste ndo paramétrico chamado teste U de Mann-Whitney a fim de se evitar que os
valores extremos distorcessem as médias. Este teste foi realizado apds o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov, onde foi observado que os niveis de PSA ndo
seguiam uma distribuicdo normal. Comparando os niveis de PSA entre casos e
controles, também ndo houve diferenca significativa (p = 0,28). Esse fato também é
justificado porque os pacientes atendidos nas clinicas oncoldgicas estavam
submetidos a tratamentos do tipo: quimioterapia, radioterapia ou hormdonioterapia
acrescido do fato de que a maior parte deles eram prostatectomizados (isto €,
haviam retirado a préstata). Todas as medidas citadas imprimem influéncia sobre o
nivel de PSA. O teste da tabela 6, foi realizado novamente apenas com as amostras
do grupo controle para -160 C/A com p = 0150 e -347 G/GA com p = 0,79. O “p”

valor, evidenciou que mesmo entre os individuos que n&o estdo sob efeito de
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nenhum tratamento, o nivel de PSA sofre um pequeno aumento em funcdo dos

genotipos que nao é estatisticamente significativo (gréfico 1 e 2).

Gréfico 1: Associacdo em o nivel de PSA e o gendtipo — 160 C/A

SNP -160 C/A

c/C c/A

Gréfico 2: Associacdo em o nivel de PSA e o gendtipo — 347 C/A

SNP —-347 G/GA

1,2 -

1,15 A

1,1 o

1,05 A

0,95 A

G/G G/GA GA/GA

Ha de se lembrar que o grupos controle genotipado apresenta nivel de PSA
abaixo de 3 ng/mL e esse fator limitante pode estar influenciando para que a
associacdo ndo seja estatisticamente significativa. Para solucionar este problema,
seria necessario a genotipagem dos outros individuos sadios que ndo estdo

incluidos como grupo controle.
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Apesar de existéncia de varios trabalhos cientificos encontrando associa¢des
do SNP -160 C/A e -347 G/GA com céanceres variados, um trabalho em especial
chamou a atencéo pela sua diferenca de resultados. POOKOT et al. (2006), em seu
trabalho de polimorfismo — 160 C/A da E-caderina, com brancos e negros Norte
Americanos, encontrou uma contradicdo entre as duas etnias. Na populagéo branca
a frequéncia do alelo A foi maior nos pacientes com cancer de prostata em relagéo
aos controles. Ja na populacédo negra este quadro se inverteu e a presenca do alelo
A foi associada a uma diminuicdo de 2,4 vezes 0 risco para o cancer de prostata,
concluindo que o alelo A é fator de risco para homens com ascendéncia caucasiana
e fator de protegcdo para homens com ascendéncia africana. Neste trabalho ndo
realizamos associacao entre 0s gendtipos e a etnia pelo fato da populacéo estudada
ser muito miscigenada e os critérios usados basearam-se na auto declaracdo e néo
em marcadores de ancestrariedade.

Segundo LI et al. (2000), NAKAMURA et al. (2002) e LEI et al. (2002), o
polimorfismo — 160C/A da E-caderina, reduz de 10 a 68% a eficiéncia transcricional
do gene e segundo SHIN et. al. 2004 a mutacédo -347 G > GA do mesmo gene
diminui em 10 vezes a expressdo do mesmo. Em um segundo artigo, SHIN et. al.
2004, testou a hipétese do polimorfismo -347 G > GA afetar a atividade de ligacao
aos fatores de transcricdo e verificou que as proteinas se ligam mais fortemente ao
alelo G em comparacdo ao GA além de verificar um risco aumentado do
heterozigoto G/GA e homozigoto GA para o cancer gastrico. Em nosso trabalho,
mesmo ndo realizando teste de nivel de expressdo génica, o heterozigoto GA do
polimorfismo — 347 G/GA também esteve mais presente nos casos sugerindo risco
aumentado (OR= 2,28) para o cancer de prostata.

Os SNPs — 160 C/A e — 347 G/GA estéo separados por 187 bases e existe
um provavel desequilibrio de ligacao entre o alelo — 160 A e — 347 G, o que diminui
bastante as chances de um individuo apresentar-se homozigoto para as duas
mutacfes (kiemeney, et. al. 2006). Como a distancia entre os dois SNPs é muito
pequena, as chances de ocorrer uma recombinag¢éo é minima.

O polimorfismo — 160 C/A do gene da E-caderina esta envolvido em outros
tipos de cancer como o mostra o trabalho de MA et al. (2008) com células
carcinogénicas da bexiga, onde a frequéncia do alelo A foi bem maior no carcinoma

de bexiga (OR = 3,47) em relagcdo aos controles. Mesmo assim este polimorfismo
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apresenta forte relacdo com o cancer de prostata como confirmado também neste
trabalho.

A aparente contradi¢cdo encontrada por POOKOT et. al. 2006 revela o que nos
nao sabemos sobre a susceptibilidade genética no contexto variacdo genética e
bioldgica humana. E provavel que exista uma série de variaveis interagindo e com
potencial co-dependéncia e que sejam responsaveis por determinar o risco de vida
individual para o cancer de prostata (MACOSKA, 2006).

Novos meios de identificar individuos de risco, estratégias para descoberta
precoce da doenca e cuidados preventivos sdo medidas urgentes (KAMOTO et. al.
2005).

Este trabalho representa um desafio no que diz respeito a tentativa de se
gerar dados que possam ser Uteis para a criacdo de progndéstico molecular para o
cancer de préstata, no qual se possa estimar a porcentagem de risco de desenvolver

a doenca, assim como acontece atualmente com o cancer de mama.
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5. CONCLUSOES

A caracterizacdo dos polimorfismos do gene de E-caderina possibilita
identificar homens com alto risco para o céncer de préstata explicitar esses
polimorfismos como marcadores para determinar o significado clinico da doenca.

A identificacdo de fatores de risco genético para o cancer de prostata
contribuird para deteccdo precoce, permitirA uma quimioprevencdo seletiva e
fornecerd uma visdo mais clara da doenca.

Na populacdo do Sul da Bahia, os heterozigostos para as duas mutacéo se
apresentaram com maior frequéncia estatisticamente significativa em relacdo aos
casos, indicando risco aumentado para a presenca da mutacgao.

Uma perspectiva desse trabalho é genotipar o polimorfismo 3’-UTR +54 C/T
do gene da E-caderina, o qual podera revelar-se complementar a elucidacdo de
mecanismos geneéticos e moleculares envolvidos no cancer de prostata, através da
técnica de PCR em tempo real, o que trar4 maior confiabilidade a pesquisa além de

melhorar as chances de publicacéo.
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