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RESUMO

Introducdo: O cancer de prostata (CaP) é uma neoplasia muito freqliiente entre os
homens em todo o mundo. No Brasil, o estado do Rio Grande do Sul possui uma
alta incidéncia desta neoplasia. A idade, histéria familiar, diferencas étnicas,
exposicdo aos androgénios e fatores relacionados a dieta constituem-se em
fatores de risco para o CaP. O cancer de prostata hereditario esta ligado a genes
de alta concordancia entre os familiares afetados, porém de baixa freqiéncia na
populacdo. A busca por genes que influenciam a carcinogénese prostatica e que
estejam presentes com maior frequéncia na populacdo podera ajudar na
identificacdo de pacientes com maior chance de desenvolver a neoplasia. Os
polimorfismos s&o variacbes alélicas de um mesmo gene, resultando em
diferencas significativas na expressdo de proteinas em diferentes individuos. O
gene do receptor de androgénios (RA) possui variantes polimérficas localizadas no
exon 1. O numero de repeticbes CAG nesta regido esta inversamente associada a
atividade transcricional do receptor de androgénios e com um maior risco de CaP.
Objetivos: Verificar a associacdo entre o numero de repeticdes do polimorfismo
CAG do gene do receptor de androgénios e o risco de CaP em uma amostra da
populagéo brasileira.

Pacientes e métodos: Foram avaliados 50 pacientes com cancer de préstata e 77
controles. Foi realizada a extracdo do DNA por sangue periférico e a regido do
gene do RA foi amplificada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O produto
da PCR foi analisado no sequenciador ABI3100 Avant e a sequéncia do
polimorfismo analisada pelo software Genemapper. A analise estatistica foi feita

através do teste t para amostras independentes, teste de qui-quadrado e andlise

VI



de regresséo linear multipla. Para variaveis sem distribuicdo normal foi utilizado o
teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Resultados: A média de repeticbes CAG foi de 21,58+3,32 nos pacientes e
22,19+3,09 no grupo controle (p=0,28). Variaveis clinicas e anatomo-patolégicas
também nédo se correlacionaram com o polimorfismo. A testosterona sérica diferiu
significativamente entre os grupos (p<0,001).

Conclusao: Estes resultados sugerem que ndo ha correlacdo entre o nimero de
repeticbes CAG e o risco de CaP na amostra estudada. Outros fatores, tais como
idade de diagnostico e estadiamento do tumor também n&o estiveram associados
com o polimorfismo no presente estudo. A variacdo da testosterona sérica precisa

ser melhor avaliada em estudos especificos.

VI



ABSTRACT

Background: Prostate cancer (PCa) is very frequent among men worldwide. In
Brazil, Rio Grande do Sul state has one of the greatest incidence of this neoplasia.
Age, family history, ethnicity, androgens and diet factors are involved in a higher
risk for Pca. Hereditary prostate cancer is linked to high penetrance and low
frequency genes in general population. Looking for genetic alterations with higher
frequency among individuals could help identify patients under risk of developing
PCa. Polymorphisms are allelic variations of a single gene, resulting in significant
diferences in proteins expression. The androgen receptor (AR) has polymorphic
forms located on exon 1. The CAG repeat length in this region is inversely
associated with the AR transcriptional activity and with a higher risk of PCa.
Objectives: To verify the association between CAG repeat length and PCa risk in a
sample of the Brazilian population.

Patients and Methods: We included 50 PCa patients and 77 controls. DNA was
extracted from peripheral leucocytes and the AR gene was amplified by PCR. PCR
product was analysed with ABI 3100 avant sequencer and Genemapper software.
Statistical methods were Student T test, Qui-square test and Linear Regression
analysis. For variables without normal distribution, it was used the Wilcoxon-Mann-

Whitney U test.

Results: CAG mean length was 21,58+3,32 in cases and 22,19+3,09 in control
group (p=0,28). Clinical and pathological variables did not correlated with CAG
polymorphisms either. Serum total testosterone differed significantly between

groups (p<0,001).



Conclusion: Our results suggest that there is no correlation between the androgen
receptor CAG repeat length and prostate cancer. Other factors, such as age of
diagnosis and tumor stage are not associated with this polymorphism in this study.

Serum total testosterone variation needs to be better explained in further reports.



LISTA DE ABREVIATURAS

CaP Céncer de Prostata

CAG Citosina, Adenina, Guanina

DHT Dihidrotestosterona
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INTRODUCAO

O céancer de préstata (CaP) € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em homens, sendo a sexta causa mais comum de cancer no mundo e
0 cancer mais comum em homens nos Estados Unidos e Europa.’ O risco de
desenvolver a doenca € de 1 em cada 6 homens e o risco de morte pela doenca é
de 1 em 30.2 Nos Estados Unidos, a incidéncia desta neoplasia atingiu seu pico no
inicio dos anos 90, provavelmente refletindo o uso do antigeno prostatico
especifico (PSA) como ferramenta de rastreamento, ocorrendo um declinio nos
anos subsequentes. Nos ultimos anos, houve uma nova elevacéo na incidéncia de
CaP neste pais. Em 2002, a incidéncia entre Afro-Americanos foi estimada em
mais de 250 casos por 100.000 habitantes e entre caucasianos esta incidéncia é
de, aproximadamente 175 casos por 100.000 habitantes, em dados ajustados para
a idade.® A estimativa para 2005, nos EUA, é de 232.000 novos casos da doenca.
Neste pais, € a segunda causa mais frequente de morte por cancer, porém a
mortalidade vem reduzindo lentamente nos Gltimos anos.* O nimero de mortes
estimado para 2005 € de, aproximadamente, 30.000 mortes nos EUA e 8500
mortes no Reino Unido.> No Brasil, a taxa de mortalidade bruta por cancer de
prostata aumentou de 3,73/100.000 homens em 1979 para 8,93/100.000 homens
em 1999.° A incidéncia estimada para o ano de 2005 é de 43.000 novos casos. Os
estados da regido Sul e Sudeste apresentam uma freqiiéncia maior do tumor. No
Rio Grande do Sul, a estimativa de incidéncia da doenca para 2005 é de 83,48
casos/100.000 habitantes, constituindo-se na mais alta taxa de incidéncia do pais.’

Apesar dos dados acima sugerirem um aumento na taxa de deteccdo
precoce da neoplasia, ndo ha comprovacdo, até o momento, de que o

rastreamento populacional, através da dosagem do PSA e a realizacdo de toque
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retal, diminua a mortalidade doenca-especifica. Especula-se também que um
grande numero de tumores detectado precocemente teria um comportamento
indolente, ndo colocando a salde do paciente em risco ou trazendo um prejuizo a
qualidade de vida. ®

Um melhor entendimento de como interpretar os valores de PSA e seus
subtipos, o desenvolvimento de novos marcadores tumorais, assim como a
identificacdo de fatores de risco e de grupos populacionais suscetiveis para o
desenvolvimento do CaP mais precoce e de carater mais agressivo, possibilitarao
um melhor rendimento dos programas de rastreamento populacional, permitirdo ao
Urologista oferecer a terapia mais adequada para cada paciente e diminiurdo,

efetivamente, a morbimortalidade da doenca.

Fatores de Risco para o Cancer de Prostata

Embora pouco se saiba sobre a etiologia do CaP, evidéncias sugerem a
combinacdo de fatores genéticos e ambientais na iniciacdo e progressdo do
tumor.? A Idade, etnia e histéria familiar sdo fatores que influenciam,
substancialmente, o risco de desenvolver o CaP. ° Fatores relacionados & dieta e
ao metabolismo de horménios androgénicos também contribuem para a
carcinogénese prostatica. 2

Idade

O cancer de prostata é considerado uma doenca do idoso. Oitenta e cinco por
cento dos pacientes tém seu diagndstico apds os 65 anos de idade. Estudos de
autopsia demonstraram que a maioria dos homens acima dos 85 anos apresenta
cancer de préstata. * A incidéncia do CaP na faixa etaria entre 50-59 anos vém

aumentando progressivamente, provavelmente em conseqiéncia do rastreamento
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mais intenso realizado nestes pacientes nos ultimos anos, tornando o CaP um

problema de homens de meia-idade .*°

Etnia

A incidéncia do cancer de prostata varia muito entre diferentes populactes
étnicas e paises. As taxas mais baixas estdo entre os paises asiaticos e as mais
altas na América do Norte e Escandinavia. Os afro-americanos apresentam uma
incidéncia 1,5 vezes maior que 0s caucasianos daquele pais e quase trés vezes

1112 9 risco de CaP aumenta entre os

maior que homens de origem asiatica.
asiaticos quando eles imigram para a América do Norte, reforcando a idéia de que
fatores ambientais atuam conjuntamente com fatores genéticos na carcinogénese.’
A populacao brasileira apresenta caracteristicas étnicas altamente heterogéneas,
com grande miscigenacdo entre Europeus, Africanos e Amerindios na sua
constituicdo. Popula¢gdes consideradas como sendo de raca branca, através de
caracteristicas fisicas, apresentam uma significativa fracdo de tracos genéticos
caracteristicos de africanos e amerindios. O mesmo foi observado quando tentou-
se identificar individuos da raca negra através da observacdo de caracteristicas
fenotipicas. A excecédo foi encontrada na populacédo da cidade de Veranopolis/RS
onde existe uma manutencdo dos tracos genéticos que caracterizam

ancestralidade européia. ****

Em virtude dessas observacgfes, a correlacdo entre a
etiologia do CaP e a ra¢a na populagéo brasileira, torna-se uma tarefa dificil, sendo

sem relevancia clinica.

Dieta
Fatores nutricionais sado os principais fatores ambientais que podem influenciar

0 desenvolvimento da neoplasia prostatica. Em uma recente meta-analise,
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Dagnelie et al. mostraram, através da analise de estudos prospectivos, um papel
protetor do selénio, licopeno, fitoestrogenos e, possivelmente, da vitamina E.*°
Uma ingesta didria alta de célcio (>2000 mg/dia) parece estar positivamente
associada com o risco de CaP, assim como a dieta rica em Acidos graxos. ° A
obesidade pode estar relacionada com o desenvolvimento de neoplasias mais

agressivas. *°

Androgénios

Os androgénios sao importantes no desenvolvimento, maturacdo e
manutencdo da prostata, afetando a proliferacdo e diferenciacéo epitelial;*’
desempenhando também um papel importante no crescimento do cancer de
prostata. Evidéncias deste fato surgiram a partir da inducdo de carcinogénese
prostatica em modelos animais através de estimulacdo hormonal e do fato que
homens castrados antes da puberdade e pacientes com deficiéncia da enzima 5a-
redutase ndo desenvolvem CaP. '® Além disso, a terapia andrégeno-ablativa inibe
o crescimento do cancer de prostata durante um certo periodo, antes da neoplasia
tornar-se refrataria ao bloqueio androgénico.” Contudo, estudos clinicos
apresentam achados conflitantes em relacdo aos niveis séricos e celulares de
testosterona e seus metabdlitos, e o risco de CaP. Varios estudos prospectivos,
reunidos em uma meta-analise, ndo encontraram diferencas nos niveis séricos de
testosterona, dihidrotestosterona (DHT) e androstanediol em pacientes com CaP e
controles. Destes, somente um estudo de caso-controle observou uma associacao
positiva entre 0s niveis de testosterona e androstanediol em pacientes com
neoplasia prostatica, enquanto os niveis de SHBG e estradiol correlacionaram-se

negativamente neste grupo. Em alguns destes estudos, o risco de CaP foi maior

nos pacientes com maior relacéo testosterona: DHT.'” Apesar de trabalhos bem
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conduzidos, ainda ndo ha uma demonstracéo da relacédo direta entre os niveis de
andrégenos circulantes e neoplasia prostatica e de que maneira o nivel sérico do
hormonio reflete o nivel intraprostatico do mesmo. Adicionam-se a isso, as
dificuldades que sdo causadas por questdes técnicas, por exemplo, 0 momento do
dia em que a dosagem hormonal foi realizada e a propria variagdo fisiologica
individual da liberacdo da testosterona circulante. O momento da vida do individuo
em que a exposi¢cado aos androgenos influencia a carcinogénese € outro ponto a

ser esclarecido. **’

Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (Insulin-Like Growth Factor —
I (IGF-1))

O IGF- 1 é um peptideo que regula a proliferacao, diferenciacdo e apoptose
das células neoplésicas. Altas concentracdes do IGF— | estdo relacionadas com
um aumento no risco de desenvolver CaP !, indicando uma possivel interacdo com
fatores nutricionais. Uma dieta rica em acidos graxos aumentaria a necessidade de
producdo insulinica, sendo um estimulo para a producdo deste fator de

crescimento.

Historia Familiar

A histéria familiar € um fator de risco estabelecido para o cancer de prostata.
Homens com um familiar em primeiro-grau acometido pela doenca tém uma
chance duas vezes maior de desenvolver CaP. Esta chance eleva-se em até 11
vezes se ha 2 ou 3 membros da familia acometidos. Homens com um irmao com
CaP tém maior probabilidade de ter a neoplasia em relacdo aqueles cujo pai teve a
doenca.’® A presenca de histéria familiar também foi associada ao surgimento

mais precoce da doenca, o que levou a recomendacao de avaliagdo mais precoce
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desses pacientes. Apesar desta forte associagdo, apenas 5 — 10% dos casos de

cancer de préstata estdo ligados a genes de alta penetrancia.?

Outros Fatores
Estudos sobre outros fatores como tabagismo, alcool, atividade sexual e

vasectomia prévia ndo foram conclusivos. **

Aspectos Genéticos do Cancer de Prostata

Estudos de frequéncia de neoplasias entre gémeos monozigoticos e
dizig6ticos mostraram uma taxa de concordancia alta entre gémeos monozigoticos
no desenvolvimento de CaP. Nos paises nérdicos, a hereditariedade estimada
para o CaP foi de 42%. Estudos em outras popula¢gdes, com andlise especifica na
raca branca, confirmaram a caracteristica autossémica dominante de genes de alto
risco e penetrancia. Porém a ocorréncia destes genes nestas populacbes é
bastante baixa. Locus suscetiveis para o CaP foram identificados nos
cromossomos 1, 8,17,20 e X. *

Localizado no braco longo do cromossomo 1 (1g 24-25), o HPC1 (Hereditary
Prostate Cancer 1) foi o primeiro, e mais amplamente estudado, I6cus relacionado
ao cancer de prostata. Varios genes estdo sendo avaliados como responsaveis
pelo CaP nesta regido.”> Mutacdes no gene RNASEL, entre outros, podem estar
relacionadas com hereditariedade no CaP. O International Consortium for Prostate
Cancer Genetics (ICPCG) mostrou uma ligagdo do HPC1 com o CaP em apenas
6% das familias estudadas.' Estas familias apresentavam varios membros com a

doenca e uma idade média de diagnéstico abaixo dos 65 anos.
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Estudos com outros loci suscetiveis, como o PCAP (1942.2 —q43), HPCX
(Xq27-g28), CAPB (1p36) e HPC20 (20q13) *? apresentam achados
semelhantes, ou seja, uma forte concordancia entre os familiares afetados,
naqueles onde o l6cus foi identificado, porém uma baixa freqiiéncia dos mesmos
na populacdo em geral. A confirmacao de outros loci, por exemplo o ELAC2/HPC2
(17p11), tem sido dificil e reflete a dificuldade de identificar a predisposi¢éo
genética em doencas complexas e, a0 mesmo tempo muito frequientes. %’

Em torno de 90% dos tumores de prostata ndo sdo originados por heranca
familiar. Os chamados tumores esporadicos também ndo possuem um
entendimento claro sobre o mecanismo molecular que origina a carcinogénese
prostatica, nem se este mecanismo € semelhante ao dos tumores de origem
familiar. Mutacdes em genes localizados em diferentes regides do cromossomo 8
candidatam-se como iniciadores e/ou promotores do CaP esporadico. Acredita-se

que genes de baixa penetrancia, mas de ocorréncia muito mais comum na

populacdo também contribuam para o surgimento de neoplasias. *°

O receptor de androgénios

O receptor de androgénios (RA) pertence a superfamilia dos receptores
esterdides. Como outros membros desta familia de receptores, a funcdo de
transativacdo é dependente do seu ligante, no caso do RA, os androgénios.?®*° O
RA é composto de um dominio C-terminal de ligacdo do horménio, um dominio
central de ligacdo do DNA e um dominio N-terminal que influencia na eficiéncia da
transcricdo. 3%

A testosterona é transportada para a célula através de proteinas carreadoras

e difunde-se através da membrana plasmatica. A testosterona é convertida em



Introducéo

DHT através da acdo da enzima 5a-redutase. O DHT liga-se ao RA e forma um

complexo que ativa o receptor. Uma vez ativado, o receptor dirige-se ao nucleo,

dimeriza-se e liga-se a sequéncias especificas em regides regulatérias de genes

alvo. A Figura 1 mostra de maneira esquematica a acdo dos andrégenos. *°
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Figura 1. Diagrama esquematico dos eventos na acdo androgénica. DHT,

dihidrotestosterona. Adaptado de Choong CS, 1998. *°
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Em conjunto com co-fatores e fatores de transcricdo, o RA regula o
crescimento e a diferenciacédo da célula prostatica, além de ativar a expressao de
outros genes e o transporte dos androgénios. *°

O gene do RA esta localizado no cromossomo X (Xg 11-12), e possui oito
exons. (Figura 2). O dominio de ativacao transcricional N-terminal é codificado pelo
exon 1. Os exons 2 e 3 codificam o dominio de ligacdo do DNA, e os exons de 4 a
8 codificam o dominio de ligacdo do horménio esterdide. Os dominios de ligacao
do DNA e do hormdnio esterdide permaneceram conservados atraves da
evolucdo, enquanto que a regido N-terminal de transativacdo € altamente

polimorfica.
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Gene do Receptor de Androgénios

Regulacéo da transcrigao linacAn do DNA

Ligacéo do esterdide
@ E @ ‘ In “ In !
Gin (20) Pra () Gly (23)

DNAc do RA
1 2 3 4 5 g T B
Gene do RA

Figura 2. Desenho esquemético do gene do receptor de androgénios. Adaptado de
Josso N, Rey R, Gonzalez J. Pediatric Endocrinology: Sexual Diferentiation, no

endereco eletrénico WWW.ENDOTEXT.ORG. Acesso em setembro de 2005.
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Polimorfismos Genéticos

Polimorfismos séo variantes genéticas que ocorrem em pelo menos 1% da
populacdo. Variantes polimorficas significam diferencas alélicas no gene e,
consequentemente, diferencas na funcdo das proteinas. Sdo exemplos de
polimorfismos o0s grupos sangiineos ABO, o fator Rh e o complexo de
histocompatibilidade maior. A analise dos polimorfismos genéticos permite analisar
o grau de diversidade genética em uma determinada populacdo. Os polimorfismos
podem ocorrer pela troca em um Unico nucleotideo no gene (Polimorfismos de
Nucleotideo Unico) ou pela presenca de grandes variacbes no nimero de
repeticbes de trinucleotideos, encontrados em alguns individuos, mas ndo em
outros (Polimorfismos de NUmeros de Coépias).®*®* Enquanto a maioria das
repeticbes de trinucleotideos ocorrem em sequéncias ndo codificadoras do
genoma, portanto sem influéncia na expressao do gene, aqueles localizados em
regides codificadoras podem influenciar a expressao do gene, modular a estrutura
do RNAm e alterar a funcéo das proteinas resultantes. **

Os polimorfismos de genes que estdo envolvidos na cascata do metabolismo
dos androgénios podem influenciar geneticamente o risco de cancer de préstata. A
variacdo polimorfica da sequéncia do DNA destes genes altera a funcdo das
proteinas envolvidas no metabolismo dos androgénios e pode resultar em
diferencas no risco e apresentacdo da doenca; assim como a distribuicdo destes
polimorfismos, de maneira variavel nos diversos grupos populacionais pode
implicar em diferentes prevaléncias da neoplasia. *°

Os polimorfismos mais estudados, envolvidos na acdo androgénica, sdo 0s
polimorfismos dos genes do RA, do citocromo P-450 (CYP), da vitamina D (VDR),

do PSA e da 5a-redutase tipo Il (SRD5A2). 3%
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Variantes polimorficas localizadas no exon 1 do gene do RA alteram a atividade
transcricional do mesmo, modificando a regulagdo da acdo do androgénio nos
tecidos, inclusive na préstata. Nesta localizacdo, encontram-se o0s tratos
poliglutaminico e poliglicinico, que sé@o codificados por dois segmentos polimorficos
de repeticbes de trinucleotideos, CAG (citosina, adenina, guanina) e GGC

(guanina, guanina, citosina), respectivamente. **

Polimorfismo CAG do receptor androgénico

O numero de repeticbes do CAG é altamente polimorfico. A média na
populacdo é de 20 a 23 repeticdes, variando entre 8 a 35. A ocorréncia de 40
repeticbes ou mais estd associada com desordens neurodegenerativas, como por
exemplo, a atrofia muscular espinhal e bulbar ou Doenca de Kennedy. %>

Variagcdes mais longas do polimorfismo diminuem a atividade de transativacéo
e afinidade de ligacdo dos androgénios. Estudos experimentais em ratos
confirmaram esta hipotese. Quando o trato poliglutaminico era deletado, a
atividade de transativagdo do RA aumentava. Quando espécies com 35 a 77
repeticdes CAG eram geradas, uma relacdo inversa ocorria. ** A associacéo do
menor numero de repeticbes CAG e maior atividade do receptor de andrégenos
também foi demonstrada in vitro por Mahtre et al. *° Variacdes mais curtas do trato
poliglutaminico tornam a célula prostatica mais sensivel a acdo dos andrégenos,
podendo aumentar o risco de cancer de préstata pela hiperestimulagédo cronica a
este horménio. ?° Outros estudos tém relacionado o nimero de repeticdes CAG

4142 A média de

com a hiperplasia benigna da prostata (HBP), e infertilidade.
repeticbes em afro-americanos tende a ser ligeiramente mais baixa quando
comparada a média da populacdo caucasiana, assim como populacdes asiaticas

possuem média mais altas comparadas as outras populacbes estudadas,
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coincidindo com o padréo de distribuicdo do CaP no mundo.?>** Na populacéo
brasileira, Ribeiro M.L. et al. encontraram uma média de 20,65 repeticbes CAG em
um grupo de doadores de sangue do interior de S&o Paulo, ndo havendo disting¢ao,
na andlise, de caracteristicas étnicas.?

Véarios estudos foram realizados, em diferentes populacdes, avaliando o
namero de repeticdes CAG e o risco de CaP, apresentando resultados conflitantes.

Giovanucci et al., em um estudo de caso-controle, avaliou pacientes de origem
caucasiana, com e sem CaP, encontrando um risco relativo (RR) = 1,52 — intervalo
de confianca (IC) 0,92 — 2,49, p= 0,04 em pacientes com repeticbes CAG < 18
gquando comparados com pacientes com repeticbes CAG > 26. O RR elevou-se
para 2,14 (IC 1,14-4,01) p=0,001 para pacientes com doenca extraprostatica,
metastases a distancia ou escore de Gleason > 7. ** Em um estudo de casos
(N=109), analisando uma populacdo americana com predominio de caucasianos,
foi verificada uma relacdo entre um ndamero menor de repeticdes e a idade mais
precoce de diagnéstico da neoplasia. *° Ingles et al. encontraram um risco maior
de desenvolver CaP em pacientes com menos de 20 repeticbes comparados com
pacientes com 20 ou mais repeticbes, com uma razdo de chances (RC) = 2,1 (IC
1,11 — 3,99). *°

A avaliacdo de outras populacdes mostrou que a ocorréncia de menores
repeticbes CAG é mais freqlente em pacientes com CaP, tanto em grupos com
médias de repeticdes mais baixas (afro-americanos), quanto naqueles com médias
mais altas (asiaticos). *"°

Por outro lado, Correa-Cerro et al. analisando a variabilidade dos
trinucleotideos em estudo de caso-controle em uma populac¢do Franco-Germanica,
nao identificou predisposicao relacionada ao CaP. ** Estes achados também foram

reproduzidos em estudos similares em diferentes populacées. >
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Em trabalhos avaliando predisposicdo familiar e o polimorfismo CAG, nao
houve diferenca no risco de neoplasia quando comparados casos com histéria
familiar positiva e CaP esporadico. >

Um Unico estudo brasileiro, avaliando uma amostra da popula¢éo do estado de
Séo Paulo (133 casos, 279 controles), ndo encontrou diferencas entre 0 nimero de
repeticbes CAG e o risco de CaP, porém houve uma correlagéo significativa entre
a idade mais precoce de diagnostico (< 55 anos) e um numero de repeticbes
menor ou igual a 21. **

Uma recente meta-andlise analisou 19 estudos de caso-controle,
compreendendo um total de 4274 casos e 5275 controles. A presenca de menores
repeticbes CAG apresentou uma associacdo positiva com CaP (RC 1,19; 95%IC
1,07-1,31), porém com uma diferenca absoluta de risco menor que uma repeticao.
O estudo interroga se esta diferenca modesta alcancaria, efetivamente, um
impacto biolégico no desenvolvimento do CaP. °

Na tentativa de tornar mais claro o entendimento da participacdo do
polimorfismo CAG no céncer de préstata, Freedman et al. analisaram o
polimorfismo utilizando participantes do Multiethnic Cohort Study (MEC), uma
coorte que envolve pacientes dos estados da Califérnia e Havai, nos Estados
Unidos. Foram identificados 2036 pacientes com cancer de préstata e,
aleatoriamente, selecionados 2160 controles. Os pacientes incluidos foram
subdivididos pela caracteristica étnica (ancestralidade autodeclarada) em Afro-
Americanos, Japoneses, Latinos e Brancos. Nao houve correlacdo entre o numero
de repeticbes CAG e o risco de CaP, tanto na andlise de regressdo logistica
(repeticbes como variavel continua), quanto utilizando diferentes pontos de corte
(<22, > 22 ou 23, > 23). Esta auséncia de correlagdo foi identificada analisando os

grupos étnicos separadamente e em conjunto. >°
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A relacéo entre o numero de repeticbes CAG e o nivel sérico de testosterona e

seus metabdlitos também possui resultados divergentes na literatura. **°°

Polimorfismo GGC do receptor androgénico

A segunda regido polimorfica do exon 1 do cromossomo X é o trato
poliglicinico. Ainda ndo tdo amplamente estudada como o polimorfismo CAG,
nesta regido ocorre uma variacdo no numero de repeticbes de trinucleotideos,
inicialmente identificada como GGN (GGT3GGG;GGT,GGCn). A andlise deste
segmento demonstrou que ndo ha mutagdes ou variacdes polimorficas nas regides
GGT e GGG, sendo a regido GGC variavel.”” Esta variante polimérfica GGC no
trato poliglicinico também teria influencia na funcdo de transativacdo do RA,
regulando a acdo do androgénio sobre a célula prostatica. A média de repeticdes
do GGC é de 17 (GGN=23), ocorrendo na maioria da populacdo.*” Embora o
namero de repeticbes GGC ndo seja tao variavel quanto os encontrados no trato
poliglutaminico, alguns estudos demonstraram que h& uma correlagcdo inversa
entre o nimero de repeticbes do polimorfismo GGC e o risco de CaP, sendo que
este risco pode ser de maior magnitude que o CAG. Stanford et al., em um estudo
de caso-controle de base populacional em caucasianos entre 40-60 anos,
encontrou um risco maior de desenvolver CaP (RC=1,6 - 95% IC 1,07-2,41) nos
pacientes com 16 repeticdes ou menos comparados com pacientes com mais de
16 repeticdes.”” Achados semelhantes foram encontrados em outro estudo de
caso-controle envolvendo 159 pacientes com CaP hereditario, 245 pacientes com
CaP esporadico e 211 controles. *® Outros trabalhos mostraram resultados
inconsistentes na diferenca entre casos e controles e o risco de CaP. *"***° Até o
presente momento, ndo ha estudos correlacionando o polimorfismo GGC e o risco

de CaP na populagéo brasileira.
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Na mesma meta-analise citada anteriormente, oito estudos de caso-controle
que avaliaram o polimorfismo GGC foram incluidos. A associacdo entre menores
repeticbes GGC e CaP foi positiva, também modesta, mas de maior magnitude

que o CAG (RC 1,31; 95%IC 1,06-1,61). °

Interac&o entre polimorfismos

Quando analisada a associacdo do numero de repeticbes CAG e GGC e o
risco de CaP, os achados também s&o conflitantes. Stanford encontrou um
aumento no risco de CaP em homens com CAG < 22 e GGC < 16 repeticdes (RC
2,05). °” Outro estudo encontrou um risco de CaP no grupo com < 23 repeticbes
CAG e > 17 repeticdes GGC. *' Chang et al., ndo encontrou associa¢do entre 0s
grupos CAG e GGC, independentemente do nimero de repeti¢cdes, exceto quando
comparados o grupo de pacientes com CaP familiar com o grupo controle, onde o
grupo com repeticdes CAG > 22 e GGC < 16 apresentou um risco maior de CaP. >®
A razdo para estas discrepancias entre os resultados nao fica clara. Nao ha
analise da interacao entre estes polimorfismos na populagéo brasileira.

Outra interacéo entre polimorfismos relacionados ao receptor androgénico € a
correlacdo entre o numero de repeticbes CAG e a variagcdo polimorfica entre os
alelos do gene do PSA. O gene do PSA apresenta 2 alelos, A e G, com diferentes
afinidades com o RA. Alguns estudos mostraram um risco maior de CaP ou de
doenca mais agressiva nos pacientes que apresentavam repeticdes do CAG
menores que 20 e o gendtipo G/G do gene do PSA. %%

Os polimorfismos de genes importantes para o desenvolvimento e fungéo da
prostata podem resultar em diferencas significativas na expressao de proteinas
envolvidas na fisiologia normal da célula, modificando o seu funcionamento. Estas

variacbes também podem ser influenciadas por fatores ambientais ou pela
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interac@o entre diferentes polimorfismos. Polimorfismos associados com CaP séo
muito mais comuns na populacdo do que os genes de suscetibilidade de alta
penetrancia. *° Portanto, a identificacdo de marcadores de risco para o CaP que
apresentem uma frequéncia alta em diferentes populacdes torna-se um grande
atrativo e traz a possiblidade de um rastreamento populacional mais efetivo e do
reconhecimento precoce de pacientes sob risco de desenvolver a neoplasia.

A populagéo do estado do Rio Grande do Sul, como j& abordado anteriormente,
apresenta uma alta incidéncia desta doenca. E provavel que fatores genéticos,
ambientais ou a interacdo entre eles propiciem um risco aumentado para esta
populacdo. A avaliacdo dos polimorfismos do gene do RA, que apresentam uma
freqiéncia maior que os genes de alta penetrancia do CaP hereditario, em uma
populacéo de risco com caracteristicas étnicas bastante heterogéneas pode ajudar
a demonstrar a real participagdo destes polimorfismos na carcinogénese
prostatica, atuando isoladamente ou interagindo com outros polimorfismos e com

fatores ambientais.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a associacdo do polimorfismo CAG do gene do receptor de
androgénios com o risco de cancer de préstata em uma amostra da populacdo

brasileira.

Objetivos especificos

1. Avaliar a distribuicdo do numero de repeticdes do polimorfismo CAG em
uma amostra de individuos com cancer de préstata e em um grupo

controle;

2. Correlacionar o numero de repeticbes do polimorfismo CAG com
caracteristicas clinicas e laboratoriais em individuos com cancer de prostata

e em um grupo controle;

3. Correlacionar o numero de repeticbes do polimorfismo CAG com

caracteristicas anatomo-patoldgicas do cancer de prostata.
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PACIENTES E METODOS

Delineamento

Estudo de caso-controle, prospectivo.

Pacientes

Casos — Pacientes provenientes do ambulatério de Urologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, com idade entre 45 e 80 anos, com diagnostico de
cancer de proéstata, que nao tenham recebido tratamento com hormonioterapia ou
guimioterapia e que ndo possuam diagnostico de outra neoplasia concomitante.

Controles — Pacientes provenientes do ambulatério de Urologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e individuos voluntarios, com idade entre 45 — 80 anos,
com dosagem sérica do PSA menor ou igual a 2,0 ng/ml, exame de toque retal

normal e sem diagnostico de outra neoplasia concomitante.

Métodos

Os pacientes com diagndéstico de cancer de préstata entre os anos de 2003
a 2005 foram recrutados a partir dos registros do ambulatério do Servico de
Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os controles, que
preenchiam os critérios de inclusdo do estudo, foram obtidos através do
recrutamento de pacientes do ambulatério de Urologia do HCPA ou foram
recrutados através de um banco de dados de individuos voluntarios que

participaram de atividades de prevencédo de cancer de prostata no mesmo hospital.
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Esses individuos realizaram dosagem de PSA total naquela ocasido. Os pacientes
foram contatados por telefone e encaminhados para atendimento em ambulatério
especifico desta pesquisa. Todos os pacientes foram atendidos no periodo entre
Setembro/2004 a Maio/2005. Inicialmente eram explicados 0s objetivos e os
procedimentos da pesquisa e aplicado termo de consentimento livre e esclarecido.
(Anexos 1 e 2) Apos, era realizada coleta de sangue venoso periférico (5 ml) para
avaliacdo dos polimorfismos. Os pacientes eram orientados a procurar o
laboratério de analises clinicas do HCPA para coletar, na semana seguinte, outra
amostra sangliinea para dosagem sérica de testosterona total, colesterol total,
colesterol HDL e trigliceridios. Era realizada entrevista e preenchida ficha para
coleta de dados (Anexo 3) referentes a dados pessoais e demograficos, historia
médica e familiar, idade de diagnéstico, estagio e grau do tumor, volume da
prostata e valor do PSA na época do diagnéstico.

Os controles realizaram procedimentos semelhantes. Apos a explicacdo
dos objetivos da pesquisa e aplicacdo do termo de consentimento, era realizado
exame de toque retal para complementacao dos critérios de inclusédo. A realizacao
dos exames sanguineos foi idéntica aquela feita pelos pacientes com cancer de
prostata. Os dados relacionados aos dados de identificacdo e informacdes da
histéria clinica eram registrados em ficha especifica (Anexo 4).

O projeto foi submetido e aprovado pelo Grupo de Pesquisa e POs-
Graduacéao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, registro 04-064, e pelo Comité
de Etica em Pesquisa desta instituicido. Como o estudo envolvia pesquisa em
Genética Humana, o projeto foi apreciado e aprovado também pela Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP.

Todos o0s procedimentos laboratoriais envolvidos na anélise dos

polimorfismos foram realizados no Laboratério de Endocrinologia Molecular e
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Neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul.

Extracdo do DNA

Foi realizada a extracdo do DNA genbmico a partir de leucdécitos periféricos
obtidos das amostras de sangue de todos os participantes do estudo. As amostras
eram coletadas em tubos com EDTA (EDTA 25 mM). ApGs era realizada a lise de
hemacias com 2 volumes de solugdo para lise de hemacias (NH4Cl 114 mM,
NH4HCO3 1mM) e incubada a solucdo a 4°C por 30 min. Centrifugava-se a
solugéo por 15 min, 3000rpm, desprezando-se 0 sobrenadante. Repetia-se mais
uma vez a lise de hemacias. Realizava-se, entdo, a lise de leucocitos com 1,8 mL
de solucéo especifica (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM, pH
8,0), 36 ul de SDS a 10% e 30 uL de Proteinase K (10 mg/mL). Homogeneizava-se
a solucdo e incubava-se a 37°C por aproximadamente 18 horas. Apds a
incubacao, era adicionada a solucéo 0,72 ml de solucdo saturada de Nacl (6M) e a
mesma era centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm. Transferia-se 0 sobrenadante
e acrescentavam-se 2 volumes de etanol absoluto gelado para precipitar o DNA. O
DNA era retirado e colocado em tubo Eppendorf contendo 0,9 mL de etanol 70%
gelado e a solucao era centrifugada por 3 minutos a 140000 rpm. Esta manobra
era repetida por mais duas vezes. Subsequentemente, desprezava-se 0
sobrenadante, o alcool era evaporado no ar ambiente, permanecendo o pellet de
DNA. O DNA era re-suspendido em tampédo TE 10:0,1 (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0;

EDTA 0,1 mM, pH 8,0).



Pacientes e Métodos 23

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificacdo das repeticbes
CAGdo RA

As reacbes de PCR foram realizadas com um volume final de 50ul. Um pl de
DNA genbmico foi denaturado a 96°C por 2 minutos na presenca de 20 mM de
TrisHCL pH 8,4 com 50 mM de KCL e 1,5 mM de MgCl, Apos este “hot start”, 1,25
U de Tag DNA polimerase foi adicionada junto com o mesmo tampéo Tris-HCI, 1,5
mM MgCl, 0,4 uM de primers sense e antisense e 0,2 mM de dNTP mix

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando primers especificos da regiao
polimorfica CAG do RA: sense 5 TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC 3’ marcado
com corante fluoresceinico FAM e antisense 5
GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT 3'.

As amplificacbes foram realizadas utilizando termociclador automatico (MJ
Research, Waltham, MA,USA) nas seguintes condi¢fes: “hot start”, 2 minutos a
96°C; 3 ciclos com temperatura de anelamento de 61°C; 3 ciclos com temperatura
de anelamento de 59°C e 25 ciclos com temperatura de anelamento de 55°C. A
qualidade dos produtos da PCR foi avaliada por eletroforese em gel de agarose

1,5% (Figura 3).
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358 pb

Figura 3 — Amplificacdo do produto da PCR analisada por eletroforese em gel de

agarose 1,5%.
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Cada produto da PCR foi diluido em &gua (10x) para andlise e 2 ul foram
misturados com formamida deionizada e um marcador de peso molecular
fluorescente. [GeneMapper 500HD (ROX) Size Standard, Applied Biosystems,
Foster City, CA]. ApoOs denaturacdo por 1 minuto a 95°C, cada amostra foi
analisada por eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI 3100 AVANT. A
andlise do fragmento amplificado foi realizada pelo software Genemapper versao
3.5 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA) (Figura 4). O numero de repeticdes
CAG foi calculado a partir do tamanho do produto de PCR em relacédo a uma série

de padrdes obtidos por seqiienciamento direto de produtos de PCR.
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Figura 4 — Andlise do fragmento amplificado realizada pelo software Genemapper.
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Analise Bioquimica

Os procedimentos de dosagem do PSA total, testosterona total e perfil lipidico
foram realizados no laboratério de andlises clinicas do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre.

A analise do PSA total foi realizada atravées do método de
eletroquimioluminescéncia, equipamento Eleczys 2010, kit Roche para PSA.

A testosterona total foi dosada por radioimunoensaio, kit DSL (Diagnostic
Systems Laboratory INC. )

O colesterol total, HDL e trigliceridios foram analisados através de método

enzimatico colorimétrico, equipamento Hitachi 917.

Analise Estatistica

Célculo de tamanho de amostra:

Inicialmente foi calculado o tamanho da amostra através do programa PEPI 3,
utilizando-se dados de um estudo de Santos et al, que avaliou o polimorfismo CAG
e constitui-se no uanico trabalho que analisou uma amostra populacional brasileira
(13). Foi estabelecido um nivel de significancia de 0,05, poder estatistico de 90%,
diferenca entre as médias = 2 repeticdes e diferencas entre os desvios-padrao
entre os grupos = 1 repeticdo, chegando-se a um n de 49 pacientes por grupo.

Foi feita a elaboracdo do banco de dados através do programa Excel e a
analise estatistica pelo programa SPSS versao 12.0 .

Foi realizada andlise de distribuicdo de freqiiéncias para o polimorfismo CAG.
As variadveis continuas foram comparadas através de teste t para amostras
independentes. O teste de qui-quadrado foi utilizado para andlise entre variaveis
categoricas. Foi utilizada andlise de regresséo linear multipla para verificacdo da

correlacdo entre variaveis independentes. Para variaveis sem distribuicdo normal
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foi utilizado o teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney. O nivel de significancia foi de

95%.

Financiamento

Este projeto foi realizado utilizando recursos do Fundo de Incentivo & Pesquisa
(FIPE) e do Servico de Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, além da
infra-estrutura  disponivel no Laboratério de endocrinologia molecular e

neuroendocrinologia do Departamento de Fisiologia da UFRGS.
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RESULTADOS

Caracteristicas da populacéo estudada

Foram avaliados 150 pacientes no ambulatorio especifico para o estudo,
sendo cinquenta pacientes e 100 individuos para o grupo controle. Todos 0s
pacientes com CaP preenchiam os critérios de inclusdo e concordaram em
participar do estudo. No grupo controle, 23 pacientes foram excluidos, na sua
grande maioria devido ao valor do PSA. O total de pacientes foi 127 (50 casos, 77
controles). A tabela | mostra os principais dados relativos ao perfil clinico e
metabdlico da populacéo estudada. A idade média do grupo com CaP foi mais alta,
variando entre 50 a 75 anos. O grupo controle apresentou idades entre 45 e 79
anos. A diferenca entre as médias foi estatisticamente significativa (p=0,02). Houve
predominancia de pacientes com raca branca (observada pelo examinador),
perfazendo 75% do grupo casos e 80% do grupo controle, sem diferenca
estatistica entre os grupos. Os casos tiveram uma frequéncia maior de historia
familiar positiva para o CaP (30%) com significancia limitrofe (p=0,051). Com
relacdo aos exames laboratoriais, 0s grupos apresentaram analise do perfil lipidico
semelhante, ndo havendo diferencas entre as dosagens de colesterol total, HDL e
trigliceridios entre eles. O valor médio de testosterona total foi maior no grupo
controle (4,70 + 1,35 ng/dl) e esta diferenca foi estatisticamente significativa
(p=0,001) em relacdo aos casos (3,84 + 1,43 ng/dl). A dosagem sérica de PSA
total e a avaliacdo do volume prostatico foram maiores no grupo com neoplasia,

apresentando diferenca significativa entre as meédias.
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Tabela I. Principais caracteristicas da populacdo em estudo (n=127)

Casos (n=50) Controles (n=77) p
Idade (anos) 63,84+6,3 60,95+7,39 0,02
Raca (branca) 36 (75%) 60 (80%) NS
Testosterona (ng/dl) 3,84+1,43 4,70+1,35 0,001
PSA (ng/ml)* 8,8845,3 0,8+0,35 <0,001
Colesterol total (mg/dl) 198,45+43,1 192,66+33,13 NS
HDL (mg/dl) 46,2+14,1 45,3+10 NS
Trigliceridios (mg/dl)* 162+137 166+148 NS
Volume (Cm3)* 37,3+17 22,9+12,5 <0,001
Historia Familiar CaP 15 (30%) 11 (15,3%) 0,051

Os valores sdo expressos como média + desvio-padréo. NS, néo significativo

* Variaveis sem distribuicdo normal.



Resultados 31

Caracteristicas dos pacientes relacionadas ao estadiamento do CaP

Entre os casos, 35 pacientes (70%) apresentavam escore de Gleason = 6,
enquanto o restante do grupo apresentava escore de Gleason > 7. O estadiamento
patologico foi dividido em dois grupos: CaP localizado (T2 — tumor confinado a
prostata) e CaP extraprostatico (T3 — tumor extracapsular ou invasao de vesicula
seminal ou T4 — invasdo de orgéos adjacentes). Vinte e cinco pacientes (50%)
possuiam exame anatomo-patoldgico da peca cirdrgica da Prostatectomia Radical
com a neoplasia restrita a prostata. Trés pacientes (6%) foram tratados
exclusivamente por radioterapia, ndo possuindo dados sobre o estagio patolégico

da doenca.

Caracteristicas da amostra relacionadas ao polimorfismo CAG

A distribuicdo de frequiéncias do numero de repeticbes do polimorfismo CAG
nos dois grupos € mostrada na Figura 5. A variacdo no namero de repeticbes nos
pacientes foi de 14 a 30 repeticbes, com a média = 21,58 + 3,32 e mediana = 21.
Doze pacientes (24%) deste grupo tinham 21 repeticdes CAG. O grupo controle
apresentou variacdo do numero de repeticbes entre 16 a 31, com média =
22,1943,09 e mediana = 22. Quinze pacientes (19,5%) apresentavam 21
repeticdes. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos

grupos (p=0,28).
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Figura 5. Distribuicdo da frequéncia de repeticdes do CAG nos casos e controles.
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Os dois grupos foram divididos, em relacdo ao nimero de repeticbes CAG,
em diferentes subgrupos. A diviséo foi feita entre os percentis 25/75, criando-se 0s
grupos com < 19 repeticdes, 20 —23 repeticdes e > 24 repeticbes. A tabela Il
descreve o0s resultados desta analise. A distribuicdo entre os subgrupos foi
bastante uniforme e, apesar dos pacientes apresentarem uma freqiéncia maior de
repeticbes CAG inferior a 19, esta diferenca nao foi significante, assim como todas

as outras comparacdes entre os subgrupos.
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Tabela Il. Distribuicdo do nimero de repeticdes do CAG categorizadas por tertis.

Repeticdes CAG N total Casos Controles p*
<19 26 13 (26%) 13 (17%) NS
20-23 58 22 (44%) 36 (47%) NS
> 24 43 15 (30%) 28 (36%) NS

Valores expressos em namero (porcentagem dos pacientes).
* Valor de p para comparacao da distribuicdo dos casos e controles entre os tertis,

obtido por teste de qui-quadrado 3x2.
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Esta analise por subgrupo também foi realizada dividindo-se a amostra entre
casos e controles e repeticbes CAG <19 e >19, CAG <21 e >21e CAG <23 e
>23. Foi realizado teste de qui-quadrado para comparacgéo de distribuicdo entre os
grupos, ndo havendo diferenga significativa em nenhuma das andlises de

subgrupo acima mencionadas.

Polimorfismo CAG e caracteristicas clinicas no grupo CaP

Os pacientes foram comparados com relacdo ao niumero de repeticdbes CAG
e a idade de diagnostico do CaP. Nao houve diferenca significativa entre o
nimero de repeticbes CAG (< 19 e >19, < 21 e >21) e a idade média de
diagnostico dos pacientes. Quando subdivididos os grupos por idade (< 55 e >55
anos) e comparados com o numero médio de repeticdes CAG também nao houve
diferenca entre os grupos, porém cabe ressaltar que a média de repeticbes CAG
foi de 19,57 no grupo com idade de diagndstico de 55 anos ou menos (14% dos
pacientes), enquanto a média no grupo com idade acima de 55 anos foi 21,91
repeticbes (p=0,08).

A proporcdo de pacientes com repeticdbes CAG menor ou igual a 19 foi
exatamente igual entre os pacientes quando considerada a classificagdo por raca.
N&o houve diferenga entre os grupos quando utilizados outros pontos de corte (21

e 24 repeticoes).

Polimorfismo CAG e caracteristicas anatomo-patologicas
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O numero de repeticbes CAG foi analisado considerando caracteristicas
anatomo-patolégicas do tumor (Tabela Ill). Quando comparados o0 escore de
Gleason (6 vs. > 7) e o numero de repeticbes CAG, néo foi identificada diferenca
entre os grupos. Da mesma forma, nédo foi encontrada relacdo entre tumores com

acometimento extraprostatico e o niumero de repeticdes CAG.

Correlagdo datestosterona sérica e repeticdes CAG

Como visto na Tabela I, a testosterona sérica diferiu entre os grupos de
pacientes e controles, sendo menor no grupo com CaP. A comparagao entre 0s
niveis de testosterona sérica na populacdo estudada e o niumero de repeticbes
CAG néo foi significativa, tanto nas analises comparando estas duas variaveis
continuas, quanto categorizando os grupos do CAG em 19, 21 e 24 repeticbes, e a
testosterona sérica dividida em grupos pelos valores dos percentis 25 e 75 (< 3,5;

3,6-4,9; > 5,0) .
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Tabela Ill. Relacdo entre o numero de repeticbes CAG e o estadiamento

patoldgico e grau histolégico do CaP

n CAG* p
Grau histoldgico
Gleason 6 35 21,4+ 3,6
NS
Gleason > 7 15 22+2,6
Estadiamento patolégico
CaP localizado 25 21,2+3,8
NS
CaP extraprostatico 22 21,8+2,8

*Os valores sé@o expressos como média + desvio-padrdo. NS, néo significativo
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Andlise da testosterona sérica e caracteristicas do grupo com CaP

Analisamos também a variacdo da testosterona sérica dentro do grupo CaP e
correlacionamos com dados de histéria familiar, raca, escore de Gleason e
estadiamento patologico do tumor.

A média da dosagem de testosterona sérica diferiu entre os pacientes com
CaP localizado (4,45 + 1,16) em relagdo aos pacientes com CaP extraprostatico
(3,12+1,43), p=0,001. Nao se observou diferenca significativa na testosterona
sérica quando comparados os subgrupos de escore de Gleason, raca e historia
familiar.

Foi realizada analise de regressao linear multipla para esclarecer os achados
relacionados a testosterona com possiveis fatores de confuséo (Tabela IV). Dentre
os fatores considerados nesta analise, foram incluidos numero de repeticbes CAG,

idade e grupo, mostrando uma correlacao significativa entre testosterona e grupo.
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Tabela IV. Analise de regressao / fatores associados com a testosterona total na

analise multivariada

Variavel b IC 95% p

Grupo 0,265 0,133 - 0,645 0,003
ldade -0,152 -0,066 — -0,005 0,088
Repeticbes CAG -0,43 -0,097 — 0,058 0,625

b= coeficiente de regresséo

IC, intervalo de confianca
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DISCUSSAO

No presente estudo, utilizamos uma amostra da populacdo masculina do Rio
Grande do Sul. N&o identificamos diferencas entre o0 nimero de repeticbes CAG e
o risco de CaP, tanto na analise das repeticdes como variaveis continuas, quanto
categorizando-as em diferentes pontos de corte. Analisando isoladamente o grupo
CaP, ndo houve correlacao entre o polimorfismo CAG e caracteristicas clinicas ou
anatomo-patologicas. O nivel sérico de testosterona total foi significativamente
menor no grupo de pacientes com CaP e entre 0s pacientes com tumor
extraprostatico no estadiamento patoldgico.

A associacao entre o polimorfismo CAG e o risco de desenvolver cancer de
prostata ainda € controverso. Considera-se que exista uma correlacdo inversa
entre o numero de repeticbes CAG e o risco de neoplasia prostética. Diversos
estudos avaliaram a relacéo entre o numero de repeti¢cdes do trinucleotideo CAG e
0 risco de desenvolver cancer de prostata. Nossos resultados estdo em
concordancia com alguns destes estudos, onde né&o foi identificada associacao
entre este polimorfismo e o risco de CaP. Bratt et al. ndo encontraram diferenca
entre pacientes com CaP e controles em um estudo na populacdo sueca.’
Resultados similares foram obtidos por Correa-Cerro et al. em uma populacao
franco-germanica. >* Santos ML et al., no primeiro estudo avaliando a influéncia do
polimorfismo CAG no CaP em pacientes brasileiros, ndo encontrou diferenca entre
0s casos e controles. Neste estudo, a média de repeticbes CAG entre o0s pacientes
foi de 21,8 repeticdes e no grupo controle de 22,1 repeticbes. >* Estes achados
foram semelhantes aos da populacéo estudada no presente trabalho.

Outros estudos, ja mencionados, encontraram associacao positiva entre o

risco de CaP e repeticdes menores do CAG. ° Ainda ndo ha uma explicagéo
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adequada para justificar essa variabilidade nos achados entre os estudos.
Trabalhos com nimero de pacientes adequado, com mesmas técnicas de analise
do polimorfismo e populagcdes semelhantes, foram utilizados chegando a
conclusdes divergentes. Tem sido proposto que a funcdo do polimorfismo CAG
sobre a carcinogénese prostatica pode necessitar a adicdo de outros fatores
genéticos, ou de fatores ambientais, para exercer um aumento no risco da
neoplasia. %°

Além da relacdo de risco do CaP com a variagcdo polimorfica do CAG, varios
autores analisaram caracteristicas como a idade de diagndstico da neoplasia, 0
estadiamento anatomo-patoldgico, o grau de diferenciagdo do tumor, a etnia, a
presenca de histéria familiar de cancer de préstata, dados antropométricos e nivel
sérico de testosterona com o nimero de repeticdes CAG.?° Em todas as variaveis
citadas, os achados sdo bastante conflitantes.

Estudos sugerem que o numero de repeticdes CAG estaria relacionado com
0 grupo étnico. Estudos em populacdes afro-americanas demonstraram um
namero médio de repeticbes menor que os de caucasianos, enquanto a populacao
asiatica apresentaria um numero médio de repeticdes maior. Isto poderia explicar
em parte a distribuicdo de freqiiéncias do céncer de prostata nas diferentes
regides do mundo. *®

Em nosso estudo ndo houve diferenca entre o numero de repeticdes CAG e a
raca dos pacientes. Na populacao brasileira a avaliacdo da raca é particularmente
dificil, devido a grande heterogeneidade genética formadora de nossa populacao e
a superposicdo de caracteristicas genéticas entre europeus, africanos e
amerindios. O registro da raca (ou cor), feito pelo examinador ou declarado pelo

paciente, ndo consegue definir de maneira adequada a ancestralidade do paciente
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em nossa populacdo. ¥

Desta maneira, a verificacdo da raca (ou cor) e a
comparacdo com o CAG deve ser analisada com cautela em nosso estudo.

Outro fator relacionado com o nimero menor de repeticdes CAG foi a idade
precoce de inicio do CaP. Forrest et al. avaliaram pacientes que tiveram o
diagnostico de CaP antes dos 55 anos de idade, na populacdo britanica.
Surpreendentemente, 0s pacientes com repeticdes menores que 22 apresentaram
uma reducdo de 32% no risco de CaP precoce, contrariando os achados
anteriores.®® Em um trabalho de Chen et al. ndo houve diferenca de risco entre o
namero de repeticdes CAG e a idade de diagndstico de CaP, quando divididos em
trés faixas etarias (<60, 60-69, > 70 anos ). ®* Nosso estudo encontrou uma
diferenca importante na média de repeticdes CAG em pacientes com diagnostico
do CaP abaixo dos 55 anos de idade (19,54 repeticdes) em relacdo a média de
repeticbes do grupo com idade mais avancada (21,91 repeticbes). Apesar da
tendéncia identificada, ndo houve diferenca estatistica na analise (p=0,08). No
estudo anterior avaliando uma amostra da populacéo brasileira, foi identificado um
namero de repeticdes menor no grupo de pacientes com idade menor que 55 anos
de idade. >

Na analise de nossa amostra, nao identificamos diferencas significativas
entre o nimero de repeticbes CAG e o grau de diferenciacdo do tumor e o
estadiamento patoldgico. Estes achados estdo em concordancia com os de Mir et
al., que nédo identificaram diferencas no niumero médio de repeticbes CAG em
pacientes com tumores em estagio T1 a T4 e escore de Gleason (2-4, 5-7, 8-10). ®°
Outros estudos nao encontraram diferencas do polimorfismo, subdividindo os
pacientes em grupos de estadiamento patologico e diferenciacdo histolégica em

T1/ T2 e T3/T4 e escore de Gleason <7 e > 7, respectivamente. 2% %% ¢
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Fatores nutricionais tém sido implicados com o risco de CaP. A dieta rica em
lipidios apresenta algumas evidéncias de aumento do risco de cancer de prostata,
assim como variagbes no indice de massa corporal e outras medidas
antropométricas. Visvanathan et al., ndo encontraram diferencas no indice de
massa corporal (IMC) entre casos e controles. ® Contrariamente, Stanford et al.
concluiram que havia um risco maior de CaP em pacientes com IMC menor que
24. °" Nossos dados ndo mostraram diferencas entre a dosagem sérica de
colesterol total, HDL e trigliceridios entre os grupos. Estamos avaliando, nesta
mesma amostra, dados antropométricos e o perfil alimentar dos pacientes e a
correlagcdo com repeticbes CAG. Estas avaliacbes estdo em andamento, nao
possuindo resultados conclusivos até o presente 0 momento.

Os andrégenos possuem importancia vital no desenvolvimento e funcdo da
prostata. Qual o fator que mais influencia na proliferacdo da célula prostatica
benigna ou maligna é desconhecido. Ainda ndo € possivel determinar qual o nivel
sérico ou intracelular de testosterona total, testosterona livre, SHBG ou DHT seria
preditor do risco de desenvolver CaP. *®* Na nossa amostra, encontramos uma
diferenca significativa entre as médias dos niveis de testosterona total sérica entre
casos e controles. A andlise multivariada confirmou esta correlacdo. O gene do
PSA é dependente da acao do receptor de androgénios, sendo que o nivel sérico
do PSA pode ser influenciado pelo nivel sérico ou intracelular de testosterona.®
Segundo Mifsud et al, o nivel de PSA correlaciona-se com a testosterona sérica
em situacdes de hipoandrogenismo. Por esta razdo, realizamos, separadamente,
uma analise multivariada incluindo a variavel PSA total, que nado teve influencia
sobre a diferenca da testosterona entre os grupos. ** A avaliacdo concomitante de
metabolitos da testosterona, como testosterona livre ou SHBG, poderia ter

caracterizado de modo mais completo, o status androgénico desta amostra.



Discussédo 44

Limitacdes do estudo

Selecédo dos pacientes

A inclusdo dos controles foi limitada a individuos com dosagem sérica de PSA
total menor que 2,0 ng/ml. Santos et al. realizaram recrutamento similar no seu
estudo sobre o polimorfismo CAG e risco de CaP na populacdo do Estado de Séo
Paulo.>® Outros autores utilizaram o valor de PSA inferior a 2,5 ng/ml ou 4,0 ng/ml
como ponto de corte para critério de inclusdo dos seus grupos controle. *° O
objetivo desta restricao era diminuir o risco de recrutar pacientes com CaP para o
grupo controle. Esta restricdo trouxe algumas diferencas no perfil entre casos e
controles. A exclusdo de individuos do grupo controle com PSA maior que 2,0
ng/ml, excluiu deste grupo pacientes com volume prostatico maior. Sabemos que o
valor do PSA total correlaciona-se fortemente com o volume prostatico e esta
selecdo foi uma das responsaveis pela diferenca entre 0s grupos para esta
variavel. Porém, o objetivo principal do estudo era a identificacdo de um fator
preditor para o desenvolvimento de CaP, sendo este rigor no recrutamento
necessario para a semelhanca dos pacientes com relacao a variavel principal em
estudo.

A afericdo do volume prostatico foi determinada de maneira diversa entre 0s
grupos. Os dados provenientes do grupo dos pacientes com CaP foram obtidos
das medidas de ultrassonografia transretal, enquanto o grupo controle teve o
volume prostatico medido por ultrassonografia transabdominal. Este viés de
afericdo somado as diferencas determinadas na selecdo dos grupos, torna a

analise e interpretacdo desses dados mais dificil.



Discussédo 45

Tamanho da amostra

Calculamos o tamanho da amostra considerando uma diferenca entre as
médias, de casos e controles, de duas repeticdes e desvio-padréo de 1 repetigao.
O nivel de significancia foi de 0,05 e o poder 90%. Isto levou a uma amostra
estimada de 50 casos e 50 controles. Para detectar uma diferenca mais estrita
entre 0s grupos, necessitariamos uma amostra maior. Uma recente meta-analise,
incluiu 19 estudos de caso-controle e encontrou um risco maior de
desenvolvimento de CaP nos pacientes com menor numero de repeticdbes CAG.
Esta diferenca, no entanto, foi menor do que um trinucleotideo e os autores
questionam se esta pequena diferenca traria algum impacto biolégico.’
Consideramos que a nossa amostra foi adequada para identificar diferencas
realmente significativas entre os grupos, apresentando poder estatistico adequado

para esta proposta.
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CONCLUSOES

N&o ha correlacdo entre o numero de repeticdes do polimorfismo CAG do
gene do receptor androgénico e o risco de cancer de prostata na amostra

estudada;

A média de repeticbes CAG nesta populacdo assemelha-se a média obtida

previamente na populagéo brasileira;

N&do houve correlacdo entre fatores clinicos ou anatomo-patolégicos

relacionados ao cancer de préstata e o numero de repeticbes CAG;

A testosterona total sérica apresentou diferengas entre 0s grupos, inclusive
guando corrigida para outras variaveis esta diferenca foi significativa. Nao
ha consenso se o nivel de testosterona sérica influencia diretamente a

replicacdo celular prostatica, benigna ou maligna.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir destes estudos iniciais, sobre polimorfismos genéticos do receptor de

androgénios, podemos projetar estudos futuros:

1. A andlise de outros polimorfismos do gene do receptor de androgénios; por
exemplo, o polimorfismo do trato poliglicinico — GGC. Este estudo ja esta
em andamento, desenvolvido pelo nosso grupo com a mesma amostra de
pacientes do presente trabalho. Existe a possibilidade de correlacionar as
variantes polimorficas simultaneamente, e verificar se a interacdo entre os
polimorfismos modifica significativamente a atividade do receptor de
androgénios e o risco de cancer de prostata;

2. Conforme ja mencionado na discussdo deste trabalho, também estamos
avaliando de maneira mais detalhada os perfis alimentar e antropométrico
destes pacientes, para compara-los com o nimero de repeticdbes CAG. A
realizacao destes dois objetivos supra-citados, permitira avaliar a influéncia
de outros fatores genéticos e de fatores ambientais sobre a variante
polimorfica do CAG, o que tornaria o conhecimento deste polimorfismo
muito mais abrangente;

3. Desenvolver estudos relacionando o polimorfismo CAG em pacientes com
neoplasia prostatica metastatica, em hormomioterapia e o risco de

refratariedade ao tratamento hormonal.
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Anexo 2
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Anexo 3

Termo de Consentimento Informado

Prezado Sr.:

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas
(polimorfismos) que podem se associar a um risco aumentado de desenvolver cancer na
préstata. Os polimorfismos sdo alteragdes que acontecem em um gene e modificam alguma
caracteristica da pessoa. Como o Sr. tem/teve cancer de préstata, gostariamos de convida-lo
para participar do estudo. Caso aceite, realizaremos o registro de suas informagdes médicas,
e uma coleta de sangue venoso — 10 ml de sangue— na ocasido de sua entrada no estudo.
Com a amostra de sangue, faremos a identificagdo de 2 polimorfismos em um gene
responsavel pela regulacdo da acdo dos hormoénios masculinos na prostata, que podem estar
associados ao desenvolvimento de cancer de prostata e a forma com que ele se apresenta. Se
o Sr. concordar, armazenaremos as amostras para que outras caracteristicas possam ser
analisadas no futuro, em outros trabalhos de nosso grupo (nesse caso, estes trabalhos serdo
também apresentados ao Comité de Etica em Pesquisa e, se possivel, sera solicitado novo
Termo de Consentimento como este). No futuro, essas caracteristicas poderdo auxiliar na
identificacdo precoce de pacientes sob risco de desenvolver cancer de prostata. No entanto,
os resultados deste estudo ndo trardo beneficios diretos para o senhor.

O Sr. ¢ livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa ndo implicara em
nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas as informac@es obtidas estaréo
a sua disposicédo se assim desejar. Todos os resultados referentes a pesquisa serdo utilizados
para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.

Eu, , fui informado dos objetivos e da justificativa da
pesquisa de forma clara e detalhada, bem como do procedimento de coleta de sangue a que
serei submetido e das determinagdes de caracteristicas genéticas que serdo feitas. Recebi
também a garantia de resposta a dividas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa e da
seguranca da confidencialidade dos dados obtidos.

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto sdo o Dr. Brasil Silva Neto, a Profa. Dra.
IIma Simoni Brum da Silva e o Prof. Dr. Walter Joseé Koff (fone para contato com os
pesquisadores 33168286, 99161005), tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicio.

Local e data

Paciente ou responsavel:

Nome

Assinatura
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Anexo 4

Termo de Consentimento Informado - Controles

Prezado Sr.:

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas
(polimorfismos) que podem se associar a um risco aumentado de desenvolver cancer na
préstata. Os polimorfismos sdo alteragcdes que acontecem em um gene e modificam alguma
caracteristica da pessoa. Para sabermos quais polimorfismos estéo associados a esta doenca,
precisamos conhecer sua frequéncia em pessoas saudaveis para podermos comparar com 0S
pacientes. Através das perguntas que lhe fizemos, do exame de PSA e de toque retal,
consideramos que vocé tem baixa probabilidade de ter cancer na prostata, podendo fazer
parte do estudo para a comparacdo. Caso aceite, realizaremos o registro de suas informag6es
médicas, e uma coleta de sangue venoso — 10 ml de sangue. Com a amostra de sangue,
faremos a identificacdo de 2 polimorfismos em genes responsaveis pela regulacdo da acao
dos horménios masculinos na prostata, que podem estar associados ao desenvolvimento do
cancer e a forma como ele se apresenta. Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras
para que outras caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de
nosso grupo (nesse caso, estes trabalhos serdo também apresentados ao Comité de Etica em
Pesquisa e, se possivel, sera solicitado novo Termo de Consentimento como este). No
futuro, essas caracteristicas poderdo auxiliar na identificacdo precoce de pacientes sob risco
de desenvolver cancer na préstata. No entanto, os resultados deste estudo ndo trardo
beneficios diretos para o Sr.

O Sr. é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa ndo implicara em
nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas as informacdes obtidas estardo
a sua disposic¢do se assim desejar. Todos os resultados referentes a pesquisa serdo utilizados
para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.

Eu, , fui informado(a) dos objetivos e da justificativa
da pesquisa de forma clara e detalhada, bem como do procedimento de coleta de sangue a
que serei submetido e das determinacOes de caracteristicas genéticas que serdo feitas.
Recebi também a garantia de resposta a davidas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa
e da seguranca da confidencialidade dos dados obtidos.

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto sdo o Dr. Brasil Silva Neto, a Profa. Dra.
Ilma Simoni Brum da Silva e o Prof. Dr. Walter José Koff (fone para contato com o0s
pesquisadores 33168286, 99161005), tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa desta Instituic&o.

Local e data

Paciente ou responsavel:

Nome

Assinatura
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Polymorphic CAG repeats in the androgen receptor gene and

prostate cancer risk : Analysis from a Brazilian population
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Fisiologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Abstract
Purpose: Variations in transcriptional activity of the androgen receptor (AR) is
related to polymorphic CAG repeats in exon 1 of the AR gene. Shorter CAG
repeats have been associated with increased prostate cancer risk. We investigated
the association of CAG repeat length and the risk of prostate cancer in a case-
control study from a Brazilian population.
Patients and Methods: To test for an association between CAG repeat length and
prostate cancer risk, we evaluated 50 prostate cancer patients and 77 healthy
controls. DNA was extracted from peripheral leucocytes and the AR gene was
amplified by polymerase chain reaction (PCR). PCR product was analysed with ABI
3100 Avant sequencer and Genemapper software. Student t test, qui-square test
and logistic regression was used to analyse the data. For variables without normal
distribution, it was used the Wilcoxon-Mann-Whitney U test.
Results: CAG mean length was 21.58+3.32 in cases and 22.19+3.09 in control
group (p=0.28). Patients with 19 repeats or less did not have an increased risk of
prostate cancer when compared with patients with longer CAG repeat length. There
was also no significant association between CAG repeat length and clinical,
laboratorial and pathological variables.
Conclusion: These results suggest that there is no correlation between CAG repeat
length and prostate cancer risk in this population. The mean CAG repeat length

was similar to previous studies involving Brazilian subjects.
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Introduction

Prostate cancer is the most common cancer in men in the United States and
Europe.’ The risk of prostate cancer is 1 in 6 and the risk of death due to prostate
cancer is 1 in 30. % In 2005, it is estimated 232.000 new cases being diagnosed and
30.000 deaths due to this disease.® In Brazil, mortality rate has risen from
3.73/100.000 men in 1979 to 8.93/100.000 men in 1999. The estimated incidence
for prostate cancer is 43.000 new cases in 2005, with predominance in southern
regions. *° Age, ethnicity, diet, family history and androgens have been recognized
as contributors to the risk of prostate cancer.

Men with a first-degree relative with prostate cancer have a two-fold increased risk
of developing prostate cancer. Having two or more first-degree relatives elevates
the risk up to 11-fold. ® Several candidate genes were identified in loci from
different chromossomes, namely HPC1/RNASEL, PCAP, CAPB, HPCX, HPC20
and HPC2/ELAC2 ’. Although these genes have a high penetrance and
concordance between affected families, only 5 to 10% percent of prostate cancer
cases may arise from major susceptibility genes. Genetic polymorphism that may
be associated with prostate cancer risk are much more common in the population
than are high-penetrance cancer susceptibility genes. ®

Testosterone is converted into dihydrotestosterone (DHT) by the action of 5a-
reductase enzyme. DHT binds to the androgen receptor and forms a complex that
regulates growth and differentiation of the prostatic cell. Also, stimulates the
transcription of androgen-responsive genes.” Thus, genetic polymorphisms
involving the androgen metabolism can influence the risk of developing prostate
cancer.

The androgen receptor gene is located in chromossome Xq 11-12 and contains 8
exons. Exons 2 and 3 encode for the DNA binding domain. Exons 4 to 8 encode
the C-terminal hormone binding domain. Exon 1 encode the amino-terminal domain
which is responsible for the transcriptional activity.™

Polymorphic variants in the exon 1 alter the AR transcriptional activity, modifying
the androgen regulation in prostate. In this region, there is highly variable
polymorphic CAG repeat, which encodes a polyglutamine chain.** In vitro and
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experimental studies showed that longer CAG repeats decrease transactivation
activity and androgen binding affinity in the AR. On the other hand, shorter CAG
repeats turns prostate cells more sensitive to the androgen action, which in turn

can increase the risk of prostate cancer.'**?

The mean CAG repeat length varies
among different ethnic groups. African-Americans have shorter CAG than
Caucasian population, while Asiatics tend to have longer repeats. This distribution
reflects the incidence of prostate cancer worldwide.™*

Studies examining CAG repeat length in the AR gene have yielded conflicting
results.Giovanucci et al., in a nested case-control, found that caucasian men with
less than 18 CAG repeats had a higher risk of prostate cancer (RR= 1.5, 95% CI
0.92-2.49 p=0.04) than men with more than 26 repeats. The association was also
observed in patients with high grade and advanced tumors.*®> Another study found a
higher prostate cancer risk in patients with less than 20 CAG repeat length.'
Others authors studying CAG polymorphism could not confirm this association.*"*
Santos et al., find no significant correlation between cases and controls in Brazilian
population. However, it was a significant association with early age of onset (< 55
years old) and CAG repeat length (<21repeats)."

The aim of this study was to investigate the correlation between the androgen
receptor polymorphism CAG repeat length and prostate cancer risk from a southern
brazilian population. We also assessed the relationships between CAG length and

clinical, laboratorial and pathologic variables.
Patients and Methods
Study population

This case-control study was prospectively conducted at the Universidade Federal
do Rio Grande do Sul from September 2004 to May 2005. Protocols and informed
consent were reviewed and approved by the local and national ethics comittee. All
subjects provided informed consent. Prostate cancer patients were selected from
the registries of the Urology Department of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Inclusion criteria were age 45-80 years old, no current hormone therapy
and no concomitant neoplasia. Factors such as age of diagnosis, race (physician

observed), tumor stage and grade, serum total PSA at diagnosis, family history
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were recorded. Blood was collected for the polymorphisms analysis and for serum
total testosterone and lipidic profile (total cholesterol, HDL and tryglicerides).
Controls were selected from a prostate cancer prevention program organized in
2004 and from patients from the Urology ambulatory of our hospital. Criteria
inclusion were age 45 —80 years old, PSA value less than 2.0 ng/ml, normal digital

rectal examination and no other concomitant neoplasia.

Genotyping

Genomic DNA for patients and controls was extracted from peripheral blood
leukocytes. After erythrocyte lysis, leukocytes lysis were done using 2ml of specific
solution (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM, pH 8,0), 36 ul 10%
SDS and 30 uL de proteinase K (10 mg/mL) and incubated at 37°C for 18 hours.
Dna was extracted and precipitated with 70% ethanol and re-suspended with
specific buffer TE 10:0,1 (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM, pH 8,0).

PCR was carried out in a final volume of 50 ul. One ul of the genomic DNA was
denatured at 96°C for 2 min in the presence of 20 mM Tris-HCI pH 8.4 plus 50 mM
KCI and 1.5 mM MgCI,. After this hot start, 1.25 U of Taqg DNA polymerase was
added together with the same Tris-HCI buffer, 1.5 mM MgCl,, 0.4 uM sense and
antisense primers and 0.2 mM dNTP mix.

The primers used for amplification were 5-TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC-3’
labeled with FAM fluorescent dye and the antisense primer 5'-
GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3'. Amplifications were performed using an
automated thermocycler (MJ Research, Waltham, MA, USA) applying the following
conditions: hot start, 2 min at 96 °C; three cycles of 40 sec at 94 °C, 30 sec at 67
°C and 20 sec at 72 °C; three cycles with the same physical conditions except for
the annealing temperature, which was 64 °C; three cycles with annealing
temperature of 61 °C; three cycles with annealing temperature of 59 °C; and 25
cycles with annealing temperature of 55 °C. The quality of the PCR products was
assessed using 1.5% agarose gel electrophoresis. Each PCR product was diluted
in water (10X) for analysis, and 2 ul were mixed with deionized formamide and a
fluorescent molecular weight marker [GeneMapper 500HD (ROX) Size Standard,
Applied Biosystems, Foster City, CA]. After denaturation for 1 min at 95 °C, each
sample was analyzed by capillary electrophoresis on an ABI 3100-Avant automated
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sequencer, and the PCR products were analyzed with the GeneMapper software
(Applied Biosystems, Foster City, CA). The number of CAG repeats was calculated
from the size of the PCR products, in relation to a series of standards obtained by

direct sequencing of PCR products.

Statistical analysis

Analysis of data was performed using the computer software SPSS for windows
(version 12.0). Associations between CAG and continuous variables were
performed by student t test and for categorical variables by qui-square test, with
significance of 95%. For variables without normal distribution, it was used the
Wilcoxon-Mann-Whitney U test. Logistic regression was done to control, if

necessary, for possible confounders, with significance of 95%.

Results

Genomic DNA from 50 prostate cancer patients and 77 healthy men controls were
examined to determine the number of CAG repeats. Principal characteristics of the
study population are given in Table I. Cases and controls significantly differed with
respect to age and PSA (p=0.02 and p< 0.001, respectively). The mean age was
63.84+6.3 for cases and 60.95+7.39 for controls.There was a predominance of
whites (75% cases and 80% controls) without difference between cases and
controls.Serum total testosterone level was significantly lower in prostate cancer
patients. There was no difference in serum total cholesterol, HDL and tryglicerides
between groups.

The CAG repeat length distribution of cases and controls is shown in Figure 1. The
number of repeats ranged from 14 to 30 in cases with meantstandard deviation
(SD)=21.58+3.32 and for controls from 16 to 31 with mean+SD=22.19+3.09.

The CAG repeat length was divided in tertiles (< 19, 20-23, >24), as showed in
Table 1. We found no evidence for an association between CAG repeat length and
prostate cancer.

Patients were divided in subgroups for comparision between clinical variables and
CAG repeat length. There was no difference for CAG repeats and ethnicity.
Patients younger than 55 years old had a mean CAG number = 19.57 and controls

= 21.91. This difference did not have statistically significance (p=0.08). There was
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no correlation for tumor grade (Gleason score 6 or > 7) or stage (localized or
extraprostatic tumor) and CAG repeat length. Logistic regression was used to
clarify differences found in serum testosterone. When analysed with other
variables, the correlation between lower levels of serum testosterone in prostate

cancer patients kept its significance.
Discussion

In the present article, we studied a southern Brazilian male population. We
identified no difference between CAG repeat length and prostate cancer risk.. Also,
we found no association when comparing CAG repeat length with clincal and
pathologic variables.

The association between androgen receptor gene polymorphism CAG and prostate
cancer is still controversial. It is hypotesized that shorter CAG repeats are linked
with higher prostate cancer risk. Several authors studied this matter. Our results
are in concordance with some of them, which find no correlation between the CAG
polymorphism and prostate neoplasia. Bratt et al found no association between
patients and controls in a Sweden population.'® Similar results were obtained by
Correa-Cerro et al. in a French-German population.'” Santos ML et al., in the first
study with a Brazilian population find no correlation of the CAG polymorphism and
prostate cancer.”® The mean CAG repeats was 21.8 for cases and 22.1 for
controls, which was very similar to our study population. Recently, Freedman et al.
analysed 2036 patients and 2160 controls from the Multiethnic Cohort
Study(California and Hawaii). Patients were divided among ethnic groups
(Caucasians, African-americans, Hispanics and Japaneses). There were no
correlation betwen CAG and prostate cancer risk when analysing patients and
controls for ethnic subgroups or without the stratification. 2°

On the other hand, some authors found positive association for this question. In a
meta-analysis, Zeegers et al included 19 case-controls studies, with 4274 cases
and 5275 controls. Shorter CAG repeat length had a positive association with
prostate cancer (RC 1.19; 95%CI 1.07-1.31).* However, the absolute difference
was less than one repeat. Authors questioned if this minimal difference could be
strong enough to cause biologic impact. Still, there is not a reasonable explanation
for those conflicting results. Sample sizes, laboratorial techniques, patients
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characteristics were similar in positive and negative association studies. It has been
proposed that the role of the polymorphism on the prostatic carcinogenesis may
need the adiction of other genetic or environmental factors to exert an increase in
cancer risk.?

It has been suggested that variations in CAG repeat length is different among
ethnic groups, which could explain the large racial difference in prostate cancer
risk.. African-americans have a mean CAG repeat length shorter than caucasians.
Asians have the lowest prostate cancer incidence and the highest mean CAG
repeat length. We found no difference between whites and blacks (physician
observed). Brazilian population has an extremely high index of heterogeneity in its
genetic constitution. Phenotipic characteristics can not predict with confidence
genomic ancestry in our country. This heterogeneity can explain similarities
between race groups in our study.?*#

Shorter CAG repeats length was related to an early onset of prostate cancer. In the
same study mentioned above evaluating Brazilian patients, there was a significant
correlation with early age of onset (<55 years old) and shorter CAG repeats in
prostate cancer patients (mean 19.6+ 2.7, p=0.034). *° Chen et al. did not find
differences when comparing the number of CAG repeats and age of cancer
diagnosis in three groups (<60, 60 — 69, > 70 years old).?* Forrest et al. evaluated
only British patients who had their prostate cancer diagnosed before 55 years old.
Surprisingly, patients with less than 22 CAG repeats had a 32 % risk reduction for
prostate cancer. > We found an important difference in the mean number of CAG
repeats in patients with age of diagnosis under 55 years old (19.54 repeats) when
compared with older age patients (21.91 repeats). However, this difference was
not significant (p=0,08).

Our analysis did not show any relationship between the CAG repeat length and
tumor stage or grade, which is in concordance with the results from Mir et al., who
found no association between CAG polymorphism and patients with tumors T1 to
T4 and Gleason score 2-4, 5-7 and 8-10. *°

Nutritional factors has been implicated with prostate cancer risk. Selenium,
lycopene, phytoestrogens and, possibly vitamin E, are protective factors. Diets with
high calcium and fatty acids intake are associated with higher prostate cancer risk.
2" Visvanathan et al. analysed body mass index (BMI) and compared with CAG

repeats, finding no differences between cases and controls. ? Stanford et al.
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concluded that there was an increased risk in patients with BMI lower than 24. %
Zitzmann et al., studied in male caucasians the relationship between HDL serum
levels and CAG repeat length. Their results showed a correlation between lower

CAG repeats and lower levels of HDL cholesterol.*

Conversely, our data showed
no correlation between serum lipid levels and the number of CAG repeats.
Androgens have a vital importance in prostate development and function. Which
factor mostly influences prostatic cell proliferation is still unknown. It is not possible
to determine if serum or intracelular levels of androgens are predictors of the
development of prostatic carcinogenesis. ** Our results in serum testosterone mean
levels can’t be explained by the differences in age and PSA levels between cases
and controls, but other studies addressing specifically this question must be done.
Concluding, the present study analysed a population from a high prostate cancer
incidence region in Brazil. It seems that androgen receptor gene polymorphism
CAG is not associated as a risk factor in the development of prostate cancer. Other
variables such as age of onset, tumor grade or stage are not correlationed with
CAG repeat length. The mean CAG repeats were similar to another brazilian
population analysis. Studies with other androgen receptor polymorphisms,
environmental factors and their interactions with CAG polymorphism could better

explain the role, if there is any, of the CAG polymorphism in prostate cancer risk.
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Table I. Main Characteristics of the study population (n=127)

Cases (n=50) Controls (n=77) p
Age (years) 63,8446,3 60,95+7,39 0,02
Race (white) 36 (75%) 60 (80%) NS
Testosterone (ng/dl) 3,84+1,43 4,70+1,35 0,001
PSA (ng/ml)* 8,8815,3 0,8+0,35 <0,001
Total cholesterol (mg/dl) 198,45+43,1 192,66+33,13 NS
HDL (mg/dl) 46,2+14,1 45,3+10 NS
Tryglicerides (mg/dl)* 162+137 166+148 NS
Family History 15 (30%) 11 (15,3%) 0,051

Values are expressed as mean =+ standard deviation. NS, not significant

*Variables without normal distribution



Artigo 72

30 A

EPatients
25 1 OControls
20

Frequence (%)
=
al
1

10 H

. [T

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

CAG -Repeat length

Figure 1 — Frequency distribution of CAG repeat length in prostate cancer patients

and controls.
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Table 2. Distribution of the number of CAG repeats in tertiles

CAG repeats n Cases Controls p*

<19 26 13 (26%) 13 (17%) NS
20-23 58 22 (44%) 36 (47%) NS
>24 43 15 (30%) 28 (36%) NS

Values expressed in numbers (porcentage). NS, Not significant
* p value for comparision of cases and controls distribution among tertiles, obtained

by qui-square test, 3x2.
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