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RESUMO Marcelo Lima Ribeiro

Dentre os fatores predisponentes ao cancer de prostata, existem evidéncias
que suportam a hipotese de etiologia hormonal decorrente da acdo dos
androgenos. A testosterona, sintetizada a partir do colesterol por uma série de
reagcbes envolvendo enzimas do citocromo P450, é convertida em di-
hidrotestosterona (DHT) sob ag&o enzimatica da 5a-redutase (SRD5A2), em
alguns tecidos andrégenos dependentes. A DHT liga-se ao receptor de
androgenos (AR), e o complexo DHT-AR promove a transcricdo dos genes que

contém elementos responsivos aos andrégenos.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a distribuicdo de polimorfismos nos
genes AR (CAG, S1/S2, GGN) e SRD5A2 (Ala49Thr, Val89Leu), de considerada
relevancia no estabelecimento do risco de cancer de prostata, em 200 doadores
de sangue de duas cidades do estado de Sao Paulo e 92 pacientes com cancer de
prostata, por PCR, PCR-RFLP e ASOH.

Nossos dados indicam que as freqUéncias desses marcadores
assemelham-se aos resultados observados em populacbes Norte Americanas e
Européias. Dessa forma, pode-se concluir que os fatores genéticos relacionados
ao risco de cancer de prostata, considerados relevantes na maioria das
populagdes, também podem ser aplicados a essas populagdes urbanas
brasileiras, onde contribuicdes significativas de “pools” génicos de europeus e de
africanos podem ser encontradas. Em relacdo aos pacientes, os resultados
obtidos sugerem que o numero de repeticdes GGN parece ser o melhor marcador

molecular para o risco de cancer de prostata.
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INTRODUCAO A Prostata

1- A PROSTATA

O termo préstata deriva do grego prostates, que significa estar adiante. e foi
utilizado pela primeira vez, por Herophilus de Alexandria em 335 A.C., para
descrever uma estrutura que esta localizada no abddémen, em frente a bexiga.
Sua forma, geralmente, é comparada a de uma castanha, e € atravessada pela
uretra (NETTO, 1999).

A prostata é responsavel pela producgdo do liquido prostatico, secrecao gue,
juntamente com o produto das vesiculas seminais e das glandulas periuretrais ira
constituir o esperma, que € expelido durante a ejaculagdo. A maior parte do
esperma & produzida pelas vesiculas seminais, que juntamente com a secregao
prostatica totalizam 70% do esperma. A secregdo da prostata contém espermina,
que atua na liquefacdo do esperma e, além disso, o liquido prostatico participa
da nutricdo e preservacdo dos espermatozodides. Apesar de sua existéncia ser
conhecida ha muito tempo, sé recentemente recebeu maior atencdo, por ser
sede de varios processos inflamatérios, hiperplasicos e neoplasicos (BLANDY &
LYTTON, 1986, NETTO, 1999).

1.1- CARACTERISTICAS GERAIS

A prostata esta localizada na base da bexiga urinaria (Figura 1) e pode ser
dividida em lobos laterais, anterior, posterior ¢ mediano. Esta divisdo somente &
nitida no periodo embrionario; no adulto, o limite entre os lobos é impreciso, pois

nao existem septos de tecido conjuntivo que os separe.

[



INTRODUCAQ A Préstata
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Figura 1 — Aparelho reprodutor masculino.

A uretra divide a prostata em um plano sagital, que permite identificar uma
por¢éo anterior fibromuscular e outra posterior predominantemente glandular. Na
porcdo anterior, chamada de zona anterior, predomina a musculatura lisa. A
porcéo posterior é subdividida em duas: a zona central e a periférica.

A zona central representa 25% do volume prostatico e contém o ducto
ejaculatério. E nessa regido que se originam os processos inflamatdrios, e
aproximadamente 5 a 10% das neoplasias. A zona periférica corresponde a

70% do volume prostatico, e esta localizada na porgcdo postero-inferior da

s



INTRODUCAO A Prostata

glandula. Nesta zona originam-se 65 a 70% dos canceres de prostata. Ainda ¢é
possivel identificar uma zona de transigdo, compreendendo de 5 a 10% do
volume total da préstata. Consiste em dois lobos laterais que envoivem a uretra
em sua porcdo mais distal, e € o local de origem das hiperplasias benignas da
préstata (KIRBY & CHRISTMAS, 1993; NETTO, 1999).

A prostata apresenta, fundamentalmente, dois tipos de tecidos: o epitélio -
que constitui as glandulas e o estroma - situado entre as glandulas, cujo
componente de maior importancia clinica € a musculatura lisa. No jovem a
proporcdo estromalepitélio glandular é de 2:1, e & medida que envelhece a

proporgéo passa para 5:1 (NETTO, 1999).

A prostata provém da diferenciagdo do seio urogenital aproximadamente na
décima segunda semana de vida intra-uterina. Os ductos prostaticos
rapidamente crescem, arborizam e canalizam por meio de estimulo da
testosterona (T), secretada pelos testiculos embrionarios (KIRBY &
CHRISTMAS, 1993).

O principal alvo da T e de seu mais ativo metabdlito, a di-hidrotestosterona
(DHT), é o mesénquima, que desempenha um importante papel no
desenvolvimento da prostata. O epitélio glandular é oriundo da diferenciacéo de
células endodérmicas, enquanto o mesénquima origina o estroma e as fibras
musculares lisas. O tamanho final da préstata depende do grau de diferenciagao

das células mesenquimais sob influéncia da DHT.
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1.2- REGULACAO HORMONAL DA PROSTATA

No recém-nascido a prostata pesa 1g; aos 12 anos, antes da puberdade,
pesa 4g; apos a puberdade comeca a crescer, € aos 20 anos chega a pesar 20g.
Entre os 30 e 50 anos o crescimento ocorre lentamente; dos 50 aos 70 anos,
contudo, € acelerado dobrando de peso a cada 4,5 anos, atingindo em média 60-
70g; a partir dos 70 anos o crescimento volta a ser lento. O crescimento da
prostata é continuo e dependente de um processo regulatorio complexo, com a
participacdo dos androgenos durante o0s processos de morfogénese,
citodiferenciacdo, proliferacgdo e produgcdo de secregdes especificas (NETTO,
1999).

Desses androgenos, 95% correspondem a testosterona, que é sintetizada
nas ceélulas de Leydig dos testiculos, por estimulo do horménio luteinizante (LH)
da hipdfise, que por sua vez, € regulado pelo horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRF) do hipotalamo (Figura 2). Os 5% restantes, liberados
principalmente na forma de androstenediona, séo sintetizados nas adrenais sob
acao do hormédnio adrenocorticotrofico (ACTH) da hipdfise, que é regulado pelo
GnRF (PEELING & GRIFFITHS, 1986). A prolactina e o horménio de
crescimento (GH) também estimulam a producdo de andrégenos tanto nos
testiculos como nas adrenais, tendo a primeira um efeito mitogénico sobre as
células epiteliais da prostata (GALBRAITH & DUCHENSE, 1997).

No plasma, 98% da T circulante é reversivelmente ligada a varias proteinas,
sendo a albumina sérica humana e a globulina transportadora de horménios
sexuais (SHBG) as mais importantes. Consequentemente somente 2% da T
permanece livre. Esta fracdo, que é considerada a forma biologicamente ativa do
hormdnio, entra nas celulas prostaticas por difusdo simples e é rapidamente
metabolizada. Mais de 90% da T livre € irreversivelmente convertida, sob acao
da 5ca-redutase com o NADPH como cofator, ao mais ativo metabdlito

intracelular, a DHT. Esta tem grande afinidade com receptores androgénicos,
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que se expressam na maioria das células prostéticas, podendo estimular a
proliferacdo celular (KIRBY & CHRISTMAS, 1983).
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Figura 2 — Horménios envolvidos na regulagio da prostata.

Além de desempenhar um importante papel durante a diferenciacéo e
desenvolvimento da préstata normal, os andrégenos também sdo responsaveis
pela iniciagdo e manutencdo da hiperplasia benigna da prostata (HBP) e do
cancer prostatico (GRIFFITHS, MORTON, NICHOLSON, 1997).
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2- EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE PROSTATA

O céncer de prostata é hoje um crescente problema de satide do homem,
sendo mais comum na populagdo masculina com faixa etaria superior a 65 anos
(CANARY & SOUHAMI, 1989). Para o ano 2000, estimou-se que, entre os
tumores malignos, o cancer de prostata teria a terceira taxa mais elevada de
mortalidade (8.34/100.000) e a primeira em incidéncia (18.14/100.000), sem levar
em considerag&o os tumores de pele ndo melanoma. Analogamente ao que ocorre
em paises desenvolvidos, o aumento das taxas de mortalidade e incidéncia
estimadas para o ano 2000, no Brasil muito provavelmente refletem o
envelhecimento da populag&o. A Figura 3 mostra a representacdo espacial das
taxas de incidéncia por 100.000 homens, estimadas para o ano 2000.
Adicionalmente, especula-se que o aumento da incidéncia em alguns paises seja
devido a uma melhor identificacdo de casos subclinicos, facilitado pela expanséo
do uso do teste de PSA (Antigeno Prostatico Especifico). Por outro lado, o
aumento concomitante da mortalidade sugere que o aumento da incidéncia nao
pode ser inteiramente explicado por um viés produzido pelo aumento da proporgéo

de casos novos diagnosticados em fase mais precoce (INCA, 2000).

Os fatores de risco considerados mais importantes para o cancer de
prostata s&o a idade e a etnia, sendo que cerca de 80% dos casos sdo
diagnosticados em homens com mais de 65 anos. O cancer de prostata é
extremamente raro antes dos 40, mas o aumento com a idade € maior do que o

observado em qualquer outro tipo de cancer (ROSS et al., 1998).

Nos Estados Unidos, a incidéncia de cancer de préstata € 3 vezes mais
elevada em negros norte-americanos do que em asiaticos, e intermediaria (1,5
vezes) em caucasianos (ROSS et al., 1998; GREENLEE et a/., 2000; HABEL, VAN
DEN EEDEN, FRIEDMAN, 2000). Entretanto, alguns autores observaram que

-
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japoneses e chineses que vivem nos Estados Unidos tém uma incidéncia da
neoplasia 40-50% superior a observada em japoneses e chineses em seus paises
de origem (SHIMIZU, ROSS, BERNSTEIN, 1991; PLATZ et al., 2000). Isso sugere
que fatores ambientais e/ou genéticos possam ter um papel fundamental na

determinac&o do risco de cancer de prostata.
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Figura 3 — Distribuicdo das taxas de incidéncia por 100.000 homens nos
estados brasileiros. Fonte: hitp://www.inca.org.br

2.1- FATORES DE RISCO

2.1.1- HEREDITARIOS

Embora a maioria dos casos de cancer de prostata seja esporadica, estima-
se que pelo menos 10% de todos os casos da doenca possam ter um forte
componente familial (CARTER et al., 1992; SCHAID et al., 1998).

SMITH et al. (1996) mapearam um locus para o céancer de prostata
hereditario, chamado HPC1, em 1q24-g25. A evidéncia de ligagédo do HPC1 foi

demonstrada em familias com mais de 5 afetados e idade precoce de diagnostico
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(GRONENBERG et al., 1997; GRONENBERG et al., 1999). Subseqiientemente,
BERTHON et al. (1998) identificaram um segundo focus em 1942.2-q43 (HPC2)
em um estudo com familias francesas e alemas com cancer de prostata. No
entanto outros autores ndo conseguiram demonstrar essa ultima associacao
(GIBBS et al., 1999; WHITTEMORE et al, 1999). Um terceiro locus, HPCX,
mapeado em Xg27-g28 foi descrito em um estudo com 360 familias (XU et al,
1998).

Mais recentemente, um /ocus mapeado em 1p36, associado a um risco
aumentado para cancer de cérebro, foi relacionado ao risco para a neoplasia da
prostata em familias com pelo menos um individuo afetado com céncer de cérebro
(GIBBS et al., 1999). Entretanto, BERRY et al. (2000) n3o obtiveram o mesmo
resultado. Finalmente, SUAREZ ef al. (2000) sugerem uma forte ligacdo entre o
cancer de prostata familial e a regido 16q23. Subsequentemente, PARIS et al.
(2000) mapearam esse locus precisamente em 16qg23.2, correspondendo,
possivelmente, a um gene de supressao tumoral implicado no desenvolvimento de
formas familiais ou ndo de cancer de préstata.

2.1.2- O Fumo,0 ALcooL E FATORES OCUPACIONAIS

Os resultados de estudos que relacionam o fumo ao risco de cancer de
prostata fornecem dados contraditérios. Alguns autores consideram que o cigarro
esta associado a um risco aumentado para a doenca (HSING et al. 1990b: HSING
et al., 1991). Experimentos mostram que o componente N-nitroso induz o cancer
de prostata em animais de laboratério (POUR, 1983). Essa relacdo entre o fumo e
0 cancer pode ser possivelmente hormonal, pois o cigarro tem um efeito
antiestrogénico, e homens fumantes possuem niveis elevados de androsterona e
de testosterona, o que poderia aumentar o risco para a neoplasia (MacMAHON et
al., 1982; DAl et al., 1988).
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Por outro lado, alguns estudos de caso-controle (YU, HARRIS, WYNDER,
1988: FINCHAM et al., 1990; HAYES et al., 1994; SIEMIATYCKI et al, 1995,
LUMEY et al., 1997) e de cohorte ndo demonstraram qualquer relagédo entre o
fumo e o risco de cancer de prostata (DOLL et al., 1994). Adicionalmente, HSING
et al. (1990) detectaram um modesto, porém significativo, risco para a doenca em

individuos que tomam mais de 5 copos de café por dia.

A grande maioria dos estudos que tentou relacionar a ingest&o de alcool e o
risco de cancer de prostata falhou em demonstrar esta associacédo (BOSLAND,
1988: LUMEY, PITTMAN, WYNDER, 1998). Entretanto HAYES et al. (1996)
detectaram um risco elevado em individuos que tinham o habito de consumir muito
alcool, porém, quando esses foram retirados da amostra, nenhuma relagéo com a

neoplasia foi observada.

Um risco aumentado para o cancer de prostata foi observado em varios
estudos de fatores ocupacionais, incluindo trabalhadores das forcas armadas dos
Estados Unidos e de industrias nucleares (BOSLAND, 1988, KRSTEV et al,
1998). Ha também evidéncias de que um maior risco possa estar associado a
exposicédo & radiagéo ionizante, e uma fraca associagéo relacionada a exposicao
ao cadmio (BOSLAND, 1988). Por outro lado, SHIMIZU, KATO, SCHULL (1991)
ndo detectaram qualquer risco para o cancer de prostata em sobreviventes da
bomba atémica, no Japao.

2.1.3- DIETA

A associacdo entre a dieta e o risco de cancer de prostata tem sido
extensivamente estudada. Alguns trabalhos indicam que a ingestdo de grande
quantidade de gordura, principalmente a saturada, representa um risco
significativamente aumentado para a doenga (HAYES, 1995 KOLONEL,
NOMURA, COONEY, 1999). Essa relagdo parece ser mais evidente em negros

norte-americanos do que em norte-americanos descendentes de europeus

10
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(HAYES et al., 1999). Resultados de um estudo de caso-controle sugerem que
mais de 25% dos canceres de prostata diagnosticados nos Estados Unidos podem
ser atribuidos a ingestdo de gordura saturada (HANKIN et al, 1992).
WHITTEMORE et al. (1995) estimaram que a ingestdo de gordura pode ser
responsavel por 10-15% da diferenca de incidéncia de cancer de prostata entre

europeus norte-americanos e negros norte-americanos ou asiaticos.

A migracdo de areas de baixo risco, como o Japéo, para paises de alto
risco, como os Estados Unidos, aumenta consideravelmente o risco para tal
doenca. Essa variagéo pode ser devido a diferencas ambientais incluindo o modo
de vida e particularmente os habitos alimentares (BOSLAND, 1988; PLATZ et al.,
2000).

Alguns outros estudos detectaram um risco elevado para a doenca em
individuos que ingerem muita proteina, pouca fibra e carboidratos complexos
(BOSLAND, 1988; KOLONEL, 1996). Em um trabalho com homens saudaveis,
DORGAN et al. (1996) concluiram que a combinagdo de muita gordura e pouca
fibra na dieta aumenta a concentragdo de testosterona total e de testosterona
ligada @ SHBG, tanto no plasma como na urina, quando comparada com uma
dieta de pouca gordura e muita fibra.

Tomates e seus derivados sdo importantes fontes de nutrientes como
vitamina C, vitamina A, folato e potassio e de alguns carotendides, particularmente
o licopeno (BEECHER, 1998). As propriedades antioxidantes do licopeno tém
aumentado o interesse nos estudos do tomate como um alimento com potencial
propriedade anticancerigena (DI MASCIO, KAISER, SIES 1989). O licopeno
parece ser o carotendide mais eficiente na remogao de oxigénio e radicais livres in
vitro, fatores estes que poderiam contribuir para a carcinogénese prostatica (DI
MASCIO, KAISER, SIES 1989; WOODAL et al., 1997).

11
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T

Estudos epidemioldgicos mostram que ha uma forte evidéncia de que o
consumo de tomate possa reduzir o risco de cancer de prostata, pulm&o e
estdbmago (ver em revisdo GIOVANNUCCI, 1999). Em relagdo ao céncer de
prostata GANN et al. (1999) e GUTTENPLAN et al. (2001) detectaram uma
relacdo inversa entre a ingestéo de licopeno e o risco para a doencga, o que n&o foi
observado em outros estudos (HSING et al., 1990a; NOMURA et al., 1997).

Por outro lado, a ingestéo excessiva de vitamina A e de B-caroteno tém sido
relacionada ao risco de cancer de prostata (ver revisdo em BOSLAND, 1988).
Postulando-se que retindides e/ou carotendides aumentem a carcinogénese da
prostata em certas circunstancias e em algumas populagdes, embora um “efeito
protetor” n&o possa ser excluido. Os mecanismos pelos quais retindides e/ou
carotendides inibem ou promovem a carcinogénese ainda néo sdo conhecidos,
propondo-se a mediagéo de receptores esteroidais (BOSLAND, 2000).

2.1.4- VASECTOMIA, ATIVIDADE SEXUAL E FisiCA

Em relacdo a vasectomia os dados sdo contrastantes (ver revis&o em
BOSLAND, 2000), propondo-se trés provaveis mecanismos através dos quais a
vasectomia poderia aumentar o risco de cancer de prostata, a saber : 1- elevacéo
da circulagéo de andrégenos, 2- mecanismos imunolégicos envolvendo anticorpos
antiesperma e 3- reducdo da producdo de fluido seminal (HONDA et al. 1988;
JOHN et al. 1995).

BOSLAND (1988) sugere que o risco para a doenga possa estar associado
ao nivel da atividade sexual, mas ainda n&o ha evidéncias que comprovem essa
relacdo. TSITOURAS, MARTIN, HARMAN (1982) relataram uma associagao
positiva entre o nivel de atividade sexual e o nivel de T total em homens com

idade entre 60-79 anos.
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Dados contraditérios também foram observados em estudos que
relacionam a atividade fisica a um risco aumentado de cancer de prostata
(GIOVANNUCCI et al, 1998, BOSLAND, OAKLEY-GIRVAN, WHITTEMORE,
1999). E possivel que o tipo e o tempo de atividade fisica influencie a
concentracao de androgenos circulantes e talvez o risco para a doenga. Os dados
relacionados a obesidade ou um indice de massa corporal aumentado, como
fatores de risco, também sao conflitantes (DEMARK-WAHNEFRIED et al., 1997;
BOSLAND, OAKLEY, WHITTEMORE, 1999). Por outro lado, parece haver uma
relagdo entre a massa muscular e o risco de cancer de prostata, provavelmente
devido a exposicéo exogena ou enddgena a hormoénios androgénicos ou outros
fatores anabdlicos (SEVERSON et a/., 1988; LANDRY & PRIMOS, 1990). HABEL,
VAN DEN EEDEN, FRIEDMAN (2000) analisaram as relacbes entre
caracteristicas corporais de homens adultos e o risco de cancer de prostata,
detectando apenas uma fraca associacao entre a altura, a idade de inicio da

necessidade de barbear-se e o risco para a doenga.
2.1.5- HORMONIOS

KRIEG, NASS, TUNN (1993) estudaram a concentragao dos horménios
esterdides no estroma e epitélio da prostata em individuos com idades variando
entre 20 e 80 anos. A concentragdo de di-hidrotestosterona no epitélio diminui
consideravelmente com a idade, mas permanece estavel no estroma, enquanto a
testosterona se mantém em ambos. Esses dados sugerem que a atividade da 5a-
redutase diminui com a idade no epitélio, mas se mantém no estroma. Entretanto,
a concentracdo de estradiol no estroma aumenta com a idade, o que ndo ocorre
no epitélio. Essas observacdes sugerem que o estroma da prostata € importante
para a agéo e metabolismo de andrégenos e estrogenos. Entdo, € compreensivel

que com o aumento da idade aumente o risco de cancer de prostata.

Eunucos, cujos testiculos foram removidos ou nunca se desenvolveram,

ndo desenvolvem o cancer de prostata ou HBP. Além disso, a castracéo e a

13



INTRODUGAO Epidemiologia do Céncer de Préstata

terapia com estrogenos podem produzir um efeito paliativo contra a doenca.
Alguns pesquisadores, no entanto, acreditam que o risco para tal neoplasia é
determinado pelo tempo de exposigéo do tecido prostético a elevados niveis de
andrégenos (HENDERSON et al., 1982).

A relagéo entre os andrégenos e o desenvolvimento de cancer de préstata
€ biologicamente plausivel, pois essa doenca se desenvolve em um tecido
androgeno-dependente e € geralmente sensivel a andrégenos. Alguns trabalhos
estudam a atividade enzimatica da 5a-redutase através da medida dos niveis
séricos de um dos metabdlitos diretos da DHT, a 3a, 17B androstenediol
glucoronideo (AAG). Observou-se que o nivel desse metabdlito € menor em
populacbes asiaticas (baixo risco) do que em norte-americanos descendentes de
europeus (maior risco). Sugerindo-se assim, que a atividade enzimatica da 5a-
redutase seria menor nos asiaticos, e consequentemente reduziria a formacéo de
DHT e a estimulagdo androgénica da prostata (LOOOKINGBILL et al., 1991:
ROSS et al, 1992; GANN et al.,, 1996). Entretanto, o0 mesmo n&o foi observado
por SANTNER et a/. (1998).

Além disso, em outros estudos, nio foi possivel detectar diferencas
significativas nos niveis dos metabdlitos da 5a-redutase entre negros norte-
americanos, que possuem um maior risco, e norte-americanos descendentes de
europeus (risco intermediario). O nivel de DHT circulante e as taxas de DHT/T ndo
foram diferentes nas populacdes estudadas (asidticos, negros e brancos), que
diferem no risco de cancer de préstata (de JONG et al., 1991; WU et al., 1995;
PLATZ et al., 2000). Entao, a relagdo entre a atividade enzimatica da 5«-redutase
e o risco de cancer de prostata ao nivel populacional ainda ndo esta clara. Visto
que menos de 10% da DHT circulante é produzida pela prdstata e uma grande
parte do AAG seérico é derivado de fontes ndo prostaticas, estes, portanto, ndo sdo
bons indicadores da atividade da 5a-redutase na prostata (HORTON, 1982;
MOGHISSI, ABLAN, HORTON, 1984; HORTON, HAWKS, LOBO, 1992).

14
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GANN et al. (1996) detectaram uma associacdo entre o risco de cancer de
prostata e niveis elevados de T e androstenediona ou com a diminuicdo dos niveis
de SHBG e estradiol em homens com mais de 61 anos. No entanto, esses dados
nado foram confirmados por outros autores (NOMURA et al., 1988 BARRET-
CONNOR et al, 1990; COMSTOCK, GORDON, HSING, 1993; HSING &
COMSTOCK, 1993; NOMURA et al., 1996; PLATZ et al., 2000).

Para ROSS et al. (1998) as diferentes taxas de incidéncia de cancer de
préstata entre negros norte-americanos, caucasianos e asiaticos podem ser
explicadas por diferengas na biossintese de T por um lado e o seu metabolismo
por outro. Os niveis circulantes de T efou T livre sé@o significativamente maiores
em negros norte-americanos do que em seus conterraneos descendentes de
europeus (ROSS et al., 1986). Entretanto, em uma vasta revisdo BOSLAND
(2000) salienta que estudos étnico-raciais ndo apresentam evidéncias substanciais

de que niveis elevados de T livre possam estar associados ao cancer de prostata.
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3- REGULAGAO HORMONAL NA PROSTATA

A testosterona € sintetizada a partir do colesterol por uma série de reagdes
enzimaticas, como podemos observar na Figura 4. Primeiramente o colesterol, sob
acdo enzimatica da 20,22 desmolase (gene CYP7171A) é convertido em
pregnenolona. Subsequentemente uma enzima, codificada pelo gene CYP77,
participa de duas reagbes sequenciais, sendo que primeiramente ocorre a
conversao da pregnenolona para 170H-pregnenolona (atividade 17a-hidroxilase)
que posteriormente € convertida em di-hidroepiandrosterona (atividade 17,20
liase). Esta ultima, sob agdo da 3B hidroxi-esterdide desidrogenase (gene
HSD3B2) & convertida em androstenediona, que, entdo, origina a testosterona
(atividade 17 hidroxi-esteroide desidrogenase — gene HSD77B3) — ROSS et al.,
1999.

Inicialmente a T é difundida para as células prostaticas, onde é rapidamente
convertida, sob acdo enzimatica da 5a-redutase (gene SRD5A2), em DHT. Esta
se liga com grande afinidade ao receptor de andrégenos (gene AR), e o complexo
DHT-AR promove a transcricdo dos genes que contém elementos responsivos aos
andrégenos (ARE), dentre os quais se encontram o gene do PSA e genes que
controlam a divisdo celular (LOPEZ-OTIN & DIAMANDIS, 1998: ROSS et al.,
1998). Embora a T também possua a capacidade de ligar-se a proteina AR, seu
papel parece ser secundario, pois ndo ocorre o desenvolvimento da glandula em
homens portadores de deficiéncia da enzima 5a-redutase (IMPERATO-McGINLEY
et al., 1992).

As enzimas 3a e 3B hidroxi-esterdide desidrogenases agem em conjunto
para regular a concentracdo intracelular dos esterdides. Estes sdo primeiramente

reduzidos (5a-redutase) e posteriormente hidroxilados, o que reduz a afinidade de
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ligac&o dos esterdides aos receptores intracelulares, tornando-os mais hidrofilicos
e favorecendo a sua excrecdo. A reagdo da 3B desidrogenase inativa
irreversivelmente a DHT na prostata, regulando, pois, a concentragéo desta nas
células prostaticas (REICHARDT, 1999).

COLESTEROL
CYP11A l
i | 7
PREGNENOLONA LL—»—-»T?OH-PRENENOLONA ——~—L—+ DI-HIDROEPIANDROSTERONA

l:"r'SDJBZ’
'[ “js 4 f f _" ?
PRttty ‘_ﬂ_ ANDROSTENEDIONA
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Ceélula da \Q,_. ﬂ )
prostata < o

Figura 4- Diagrama simplificado da biosintese de testosterona T — Testosterona; AR — Receptor
de androgenos, DHT- Di-hidrotestosterona e ARE — Elementos responsivos aos

androgenos.

3.1- O GENE AR

O gene do receptor de andrégenos, localizado no cromossomo X (Xg11-
q12), esta organizado em 8 éxons (Figura 5), com uma regido codificadora de
aproximadamente 2757 pares de bases (pb). A proteina pode ser dividida em trés
dominios funcionais : a regido N-terminal (éxon 1), essencial para a ativacdo da
regulacao transcricional; a regido central (éxons 2 e 3), que consiste de dois zinc-
fingers responsaveis pela ligagdo ao DNA, sendo que o primeiro deles (éxon 2)
parece conferir especificidade ao receptor e o segundo (éxon 3) auxilia na
dimerizacdo do receptor quando esse se liga ao DNA; e a regido C-terminal,
(éxons 4-8), responsavel pela ligagéo aos andrégenos (LUBAHN et al., 1989).
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Figura 5- Representacdo esquematica do gene AR.

COETZEE & ROSS (1994) sugeriram que polimorfismos envolvendo dois
microsatélites, localizados no éxon 1 do gene em questdo, podem estar
associados com o desenvolvimento do cancer de prostata (Figura 6). Esses dois
microsatélites codificam repeticées homopoliméricas de glutamina (CAG) e de
glicina (GGN), respectivamente. O nimero de glutaminas pode variar entre 8 e 35
repeticdes, e o numero de glicinas pode variar entre 10 e 30 repeticdes na
populacdo normal norte-americana (HSING et al, 2000; IRVINE et al.,, 1995,
EDWARDS et al., 1992). Em relacéo as repeticdes GGN (GGTzGGG1GGTGGCnr)
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parece ndo haver variagdo no numero de GGT e GGG, sendo somente variavel o
numero de GGC (HSING et a/., 2000).

Um terceiro polimorfismo situado entre estes dois microsatélites (Figura 6), é
originado por uma substituicdo de um unico nucleotideo no cédon 211 (G1733A)
que cria um sitio de restricdo para a enzima Sfu | (LU & DANIELSEN, 1996). O
alelo S1, que n&o é digerido pela enzima de restricdo, foi associado com um
aumento estatisticamente significativo no risco de cancer de prostata em homens
com idade inferior a 65 anos (ROSS et al.,1999).

s1/s2

CAG

Figura 6- Representacdo esquematica do gene AR e os polimorfismos estudados nesse trabalho.

Analises realizadas nos Estados Unidos mostraram uma variagdo média do
numero de repeticdes CAG entre grupos etnico/raciais, observando-se valores
medios inferiores entre negros, intermediarios em caucasianos e mais elevados
em asiaticos (EDWARDS et al, 1992; SARTOR, ZHENG, EASTHAM, 1999;
HSING ef al., 2000). ROSS et al. (1995) observaram que esses grupos étnicos
tem alto, intermediario e baixo risco de cancer de prostata respectivamente,
sugerindo uma possivel associacado entre o menor tamanho do alelo CAG e um
maior risco. No entanto, PLATZ ef al. (2000) n&o detectaram variagcdo no numero

de repeticdes entre caucasianos e asiaticos.

Estudos in vitro feitos por CHAMBERLAIN, DRIVER, MIESFIELD (1994)

mostraram que a eliminagdo de poliglutaminas resulta na elevacdo da atividade
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transcricional da proteina receptora de andrégenos, sugerindo que a presenca
desta cadeia de aminoacidos € inibitéria da fungdo transativadora. KAZEMI-
ESFARJANI, TRIFIRO, PINSKY (1995) criaram uma série de recombinantes
codificando 0, 12, 20, 30, 40 e 50 glutaminas e demonstraram uma relagéo inversa
entre o tamanho e a transativacdo. Desse modo, segundo IRVINE et al. (1999),
quanto menor o numero de repeticbes CAG, maior o nivel da fungao

transativadora do receptor, resultando em um risco maior de cancer de prostata.

KRITHIVAS et al. (1999) sugerem que 0s niveis de androgenos podem ser
modulados pelo gendtipo do AR. Os dados obtidos por esses autores permitem
concluir que longos trechos de glutamina diminuem a atividade do AR no
hipotalamo, resultando em uma diminuicdo do feedback negativo e aumentando
os niveis de androgenos séricos. Entretanto, apesar desses niveis de androgenos
estarem associados ao numero de repeticdes CAG, nenhuma associagdo foi
encontrada entre as repeticdes CAG e niveis de LH, o principal determinante do

nivel sérico de androgenos.

Segundo HARDY et al. (1996), existem evidéncias de que um menor
numero de repeticdes CAG possa estar associado com uma idade mais precoce
de manifestacdo do tumor. STANFORD et al. (1997) concluiram que cada
repeticdo CAG adicional diminui em 3% o risco de cancer de prostata, e mais
recentemente HSING et al. (2000) estimaram um risco 7% maior para cada
repeticdo CAG a menos, reforgando a hipdtese de que o tamanho deste
microsatélite & um importante fator prognéstico do risco. Em relag&o a hiperplasia
benigna de préstata, GIOVANNUCCI et al. (1999) estimaram um aumento no risco
de 4,3% para cada decréscimo do numero de repeti¢des. Para YU et al. (2000) o
aumento de 5 repeticdes CAG poderia diminuir o risco de cancer de mama em ate
30%.

Outros autores, entretanto, ndo observaram correlagcdo entre o numero de
repeticdes CAG e o risco de cancer de prostata (BRATT et al., 1999, EDWARDS
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et al, 1999; LANGE et al., 2000). Os dados de BRATT et al. (1999) mostram que o
numero de repeticbes CAG esté direta e significativamente correlacionado com a
idade de diagndstico do cancer de prostata em casos nado hereditarios,
observando também que pacientes com longas repeticdes CAG respondiam
melhor @ endocrinoterapia. Além disso os estudos de LANGE et al. (2000) nao
mostraram associacdo entre alelos curtos CAG e manifestacdo precoce da

doenca.

O numero de repeticbes CAG, segundo alguns autores, pode ter um papel
importante na progressdo do céancer de prostata. Um menor nimero de
poliglutaminas pode estar ligado a uma fase mais avancada da doenca em idade
precoce, maior frequéncia de metastases e uma maior taxa de mortalidade
(GIOVANNUCCI et al., 1997; HAKIMI et al., 1997). Dados semelhantes foram
obtidos quando o numero de repeticdes CAG foi avaliado em relacéo ao risco de
cancer de mama (YU et al., 2000).

Alguns autores consideram que o nimero de repetices GGN também pode
ser informativo para o prognostico do risco para o cancer de préstata, uma vez
que o numero médio de repeticbes em negros norte-americanos é
significativamente menor do que o observado em caucasianos (IRVINE et al.,
1995; HAKIMI ef al., 1997). As consequéncias funcionais da variagdo do nimero
de repeticoes GGN s&o pouco claras. GAO, MARCELLI, MCPAUL (1996)
mostraram que a dele¢&o da regido de poliglicinas reduz a atividade transcricional
do AR em 30%.

Os resultados oriundos da andlise das repeticdes GGN também sao
conflitantes: enquanto IRVINE et al. (1995) consideram que longos alelos GGN
(>16) estdo associados ao maior risco de cancer de prostata, outros autores
observaram um risco aumentado em homens com “curtos” alelos GGN (HAKIMI et
al., 1997; STANFORD et al., 1997). Entretanto PLATZ et al. (1998) especularam
que 23 repeticbes podem representar “the coding sequence for optimal AR protein
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conformation and activity *. Desse modo, n&o haveria uma relagéo linear entre o
numero de repeticdes GGN e o risco de cancer de préstata, mas o risco poderia
diminuir com o desvio, para qualquer diregdo, do numero médio de repetigées
(23), em consequéncia da diminuicdo na atividade do AR. Em um trabalho
posterior, HSING ef a/ (2000) detectaram um risco 12% maior em individuos com
menos de 23 repeticdes GGN.

PLATZ et al. (1998) consideram que as repeticoes GGN tém provavelmente
um modesto papel no cancer de prostata. Todavia, para EDWARDS et al. (1999) o
polimorfismo GGN tem um importante valor preditivo, pois seu efeito seria mais
evidente nos primeiros estagios do tumor, podendo ajudar a determinar quais

pacientes necessitam de um tratamento mais agressivo.

STANFORD et al. (1997) nao detectaram correlagdo entre o numero de
repeticdes CAG e o risco de cancer de préstata, mas quando foram analisados
individuos com menos de 22 repeticoes CAG e menos de 16 GGN, um risco
aumentado para o cancer de prostata foi observado. CORREA-CERRO et al.
(1999) e EDWARDS et al. (1999), no entanto, indicam que ndo ha associacdo
entre o risco de cancer de prostata e o numero de repeticdes CAG e GGN.

Devido a proximidade entre essas duas repeticbes no éxon 1 do gene do
receptor de androgenos, poder-se-ia esperar um desequilibrio de ligagéo entre
ambas. Entretanto, ndo foi observada nenhuma associacdo preferencial entre os
polimorfismos CAG e GGN na populacao masculina estudada por MACKE et al.
(1993). Por outro lado, IRVINE et al. (1995) sugerem que, nos pacientes com
cancer de prostata ha uma indicagdo de desequilibrio de ligagdo entre esses dois
polimorfismos. Assim, o gene AR poderia ser um determinante no risco de cancer
de proéstata, possivelmente por uma influéncia direta do numero de repeticdes
CAG e/fou GGN na fungdo da proteina. Posteriormente, PLATZ et al. (1998)
observaram que ha um desequilibrio de ligacdo nesses dois microsatélites, tanto

em controles como em pacientes.
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3.2- O GENE SRD5A2

Em relacdo a 5Sa-redutase, duas enzimas s&o conhecidas: a do tipo |,
codificada pelo gene SRD5AT e que se expressa preferencialmente no couro
cabeludo, na pele e figado; e a do tipo I, codificada pelo gene SRD5A2, com forte
expressao no tecido genital e na préstata. Considera-se que a enzima do tipo | é
responsavel pela recessao temporal dos cabelos , enquanto que a do tipo Il esta
envolvida no desenvolvimento e crescimento da préstata (WILSON, GRIFFIN,
RUSSEL, 1993).

O gene SRD5A2 esta localizado no cromossomo 2 na regido 2p23
(MORISSETTE et al., 1996). Este gene apresenta-se dividido em 5 éxons e 4
introns, codificando uma proteina composta por 254 aminoécidos (Figura 7). A
isoenzima codificada por esse gene exibe maior afinidade do que a do tipo | por
substratos esterodides, principalmente a testosterona (RUSSEL & WILSON, 1994).

A49T | | VB9L

Figura 7- Representacdo esquematica do gene SRD5A2 e os polimorfismos estudados nesse trabalho.

Alguns estudos dao suporte a hipotese de que a atividade da 5a-redutase
tipo Il seja importante na determinacéo do risco de cancer de préstata. O aumento
dos niveis de DHT pode, por meio da atividade enzimatica da 5a-redutase,
aumentar o risco de cancer de prostata, ao passo que uma menor atividade
enzimatica pode conduzir a menores niveis de DHT intraprostatico, reduzindo o
risco para tal doenga (COFFEY, 1993; GANN et al., 1996;).
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No primeiro trabalho em que se tentou relacionar o risco de cancer de
prostata a polimorfismos no gene SRD5A2, Davis & Russel (1993) utilizaram o
unico marcador entdo descrito neste gene, o dinucleotideo (TA), localizado na
regido 3’ ndo traduzida. Este parecia pouco informativo, pois o alelo [(TA)o] foi
encontrado em 96% dos alelos estudados. Posteriormente, novas variantes
alélicas foram detectadas em asiaticos e negros norte-americanos (REICHARDT
et al., 1995). Muito embora a existéncia de um alelo mais freqlente em negros
norte-americanos com cancer de prostata tenha sido sugerida, nenhuma evidéncia
funcional foi atribuida a esse alelo (ROSS et a/.,, 1995). Estudos complementares,
realizados em diferentes grupos étnico/raciais, ndo detectaram qualquer relacéo

entre as repeticdes (TA), € o risco de cancer de prostata (ROSS et al., 1998).

Posteriormente, MAKRIDAKIS et al. (1997) demonstraram que um
polimorfismo comum, a presenca de valina ou leucina na posicdo 89 da enzima
(Val89Leu), acha-se diferencialmente distribuido entre os grupos étnicos e parece
ser determinante na atividade in vivo da 5a-redutase (Figura 7). Segundo esses
autores, 0s negros norte-americancs, gue possuem maior risco de cancer de
prostata, exibem maior frequéncia do alelo que codifica para Val89. Ja os norte-
americanos descendentes de asiaticos, que possuem O menor risco, exibem
frequéncia elevada do alelo Leu89 (MAKRIDAKIS et al., 1997).

Segundo MAKRIDAKIS et al. (1997), a variante contendo o aminoacido
valina na posicdo 89 (Val89) exibe maior atividade enzimatica do que a variante
contendo o amino&acido leucina (Leu89). A variante L (Leu89) acha-se associada a
baixos niveis séricos de AAG, usado como medida da atividade da Sa-redutase.
Dessa forma, esses autores consideram que o alelo Leu89 teria um efeito protetor
para o céncer de prostata. FEBBO et al. (1999) e LUNN et al. (1999) nao
encontraram essa relacéo, e estes Ultimos ainda detectaram um maior, porém n&o
significativo, risco associado a esse alelo. Subseqglientemente, JAFFE et al. (2000)
n&o encontraram relagdo entre o polimorfismo Val89Leu e o risco de cancer de

prostata, além de ndo detectarem variacao étnica. Mais recentemente, NAM et al.
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(2001), verificaram que pacientes com um alelo Val89 teriam um risco duas vezes
maior para a doenca e um aumento de duas vezes na progresséao do cancer,
quando comparados com pacientes com gendtipo Leu/Leu, enquanto homozigotos
Val/Val teriam um aumento de quatro vezes na progressao, nao observando
variagdes étnicas.

Outro polimorfismo no gene SRD5A2 foi identificado em pacientes com
cancer de prostata, envolvendo a substituicéo de alanina por treonina no cdédon 49
(Ala49Thr). Verificou-se que essa substituicdo acha-se associada a um risco
significativamente aumentado para o céancer de préstata, particularmente nos
casos avancados da doenga, provavelmente devido & maior conversao de T para
DHT (MAKRIDAKIS & REICHARDT, 1998).

Com efeito, MAKRIDAKIS, SALLE, REICHARDT, (2000) mostraram que
para a variante Thr49 a convers&o da testosterona é 5 vezes maior do que na
enzima normal (Ala49). A caracterizagao bioquimica do produto contendo treonina
indicou maior atividade enzimatica in vitro e menor inibicdo pela finasterida, um
conhecido inibidor da 5o-redutase, utilizado no tratamento de hiperplasia benigna
de prostata (MAKRIDAKIS et al., 1998; MAKRIDAKIS et al., 1999).

Em estudo realizado por MAKRIDAKIS et al. (1999), a frequéncia do alelo
Thr49 variou entre 1 e 2,3% em controles em diferentes grupos étnicos e foi de
aproximadamente 4% nos pacientes. Os resultados de JAFFE et al. (2000)
sugerem que esse polimorfismo possa influenciar as caracteristicas patologicas
dos canceres de prostata e ainda podem afetar o progndstico, visto que o alelo
Thr49 foi relacionado as formas mais invasivas da doenca.

Estudos in vitro realizados por MAKRIDAKIS, SALLE, REICHARDT, (2000)
mostraram que a atividade normal da enzima (Ala49-Val89) é de 1,9 nmol/min/mg,
enquanto que o mutante Thr49 apresenta atividade enzimatica aumentada

(Vmax=9,9 nmol/min/mg) e o mutante Leu89 exibe moderada reducdo enzimatica
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(Vmax=1,1 nmol/min/mg). Quando ambos mutantes sdo misturados, a atividade
média é de 5,5 nmol/min/mg. Entretanto, o vetor contendo o duplo mutante (Thr49-
Leu89) codifica uma proteina com atividade de 2,9 nmol/min/mg, valor cerca de
50% inferior ao observado na situacdo em frans. Segundo os autores, tais dados
indicam que a presenca de Leu89 exerce um efeito parcialmente dominante no
duplo mutante e que essa enzima nao forma dimeros/hetero-dimeros ou os forma

muito lentamente para serem detectados durante a realizagdo do experimento.

3.3- O GENE CYP17

O gene CYP17 esta localizado no cromossomo 10, estando dividido em 8
éxons distribuidos em 6569pb (PICADO-LEONARD & MILLER, 1987). A regiao &
n&o traduzida do CYP17 contém um polimorfismo (T/C) que permite diferenciar
dois alelos (A1 e A2) na populagéo. A transicdo de T—C cria um segundo sitio
promotor do tipo Sp1 (CCACC box) , localizado a 34pb do primeiro cédon de
traducdo (ATG) e, ao mesmo tempo, cria um sitio de restricdo para a enzima
MspA |, que permite identificar o alelo A2. Visto que o nimero de elementos
promotores presentes na regido 5’ ndo traduzida esta relacionada com a atividade
de transcricdo, e que a substituicdo de uma timina por citosina cria um CCACC
box adicional no alelo A2, alguns autores consideram que este alelo exiba um
aumento da taxa de transcricdo. CAREY et al. (1994) detectaram uma associagao
preferencial do alelo A2 em familias onde se observavam mulheres com ovarios
policisticos e homens com calvicie, condigbes estas sabidamente relacionadas

com niveis séricos elevados de androgenos.

Em estudo de caso-controle, LUNN et al. (1999) sugerem que o alelo A2
ocorre em maior freqiéncia em pacientes com céancer de prostata, mas
demonstra este risco aumentado somente quando os gendtipos A1/A2 e A2/A2
sdo combinados. GSUR et al. (2000) mostram uma associagéo do risco de cancer

de prostata com o gendtipo A2/A2, mas ndo observaram alteracéo nesse risco
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para heterozigotos A1/A2, quando comparados com um grupo controle constituido
por pacientes com HBP. Em contradicdo aos achados acima relatados,
WADELIUS et al. (1999) relatam uma maior freqiiéncia de cancer de prostata em
individuos com o gendtipo A1/A1, quando comparados com controles de idades
semelhantes. Posteriormente, HABUCHI et a/. (2000) observaram gue homens
com o alelo A1 possuem um risco maior para o cancer de préstata e HBP, quando
comparados com um grupo controle de individuos sadios. De acordo com estes
autores, os gendtipos A1/A1, A1/A2 e A2/A2 conferem, respectivamente, maior,

intermediario e menor rico de cancer de préstata e HBP.

Controversias semelhantes relacionadas a este polimorfismo e o risco de
cancer de mama tém sido relatadas. FEIGELSON et al. (1997) sugerem que o
alelo CYP17A2 esteja associado com o risco aumentado de cancer de mama
detectando um risco 2,5X maior para mulheres portadoras deste alelo. Outros
autores demonstraram que as distribuicdes alélicas n&o diferem entre pacientes
com cancer de mama e controles (HAMAJIMA et al., 2000; KRISTENSEN et al..
2000). Finalmente, KRISTENSEN et al. (2000) demonstraram experimentalmente
que o segundo CCACC box (criado pela substituicdo T—C) ndo atua como sitio
de ligagao para Sp1, contrariando a hipétese de risco do alelo A2 e sugerindo que
estes gendtipos isoladamente seriam de pouco valor para estimar o risco de

cancer de mama.

3.4- O GENE HSD3B2

Duas isoformas da 3 hidroxi-esteréide desidrogenase foram descritas: a do
tipo I, codificada pelo gene HSD3B7, que se expressa preferencialmente na
mama, placenta e pele; e a do tipo I, codificada pelo gene HSD3B2, expressa na
adrenal, testiculos, ovarios e prostata (DEVGAN et al., 1997). O gene HSD3B2
esta localizado no cromossomo 1, na regido 1p13 e estad dividido em 4 éxons
distribuidos em 7,8Kb (RHEAUME et al., 1992).
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Estudos em dinucleotideos polimérficos [(TG)n (TA)n (CA)n), localizados no
intron 3 deste gene, permitiram a identificacdo de 25 alelos os quais estavam
distribuidos diferentemente entre norte-americanos decendentes de negros, de
europeus e de asiaticos (DEVGAN et al., 1997). Estes autores postulam que essas
variantes alélicas podem desempenhar um importante papel na determinag&o do
risco de cancer de prostata. Além disso, outras mutagdes poderiam resultar em
uma degradacdo de DHT menor do que o normal, por meio da diminuic&o da

atividade enzimatica ou aumentar a sua atividade, reduzindo o risco da doenga,
devido ao aumento da degradacao de DHT.

3.5- OuTrROS GENES ENVOLVIDOS

3.5.1- O GenE VDR

Ha algumas evidéncias de que a deficiéncia de vitamina D seja importante
na ocorréncia e progresséo do cancer de prostata (SCHWARZ & HULKA, 1990).
Sabe-se que esta vitamina regula a proliferagao, a diferenciagdo celular e também
pode influenciar a ativagéo do AR. O receptor de vitamina D (VDR) € obviamente
fundamental nesse processo (FELDMAN, 1997).

O gene VDR, mapeado em 12q12-q14, esté dividido em 9 éxons e possuli
varios polimorfismos no intron 8 e no éxon 9, que estdo em desequilibrio de
ligacdo (MORRISON et al., 1994). Destes, os polimorfismos Bsm |, Apa |l e Taqg |,
localizados na regi@o 3' ndo traduzida, foram associados a um risco aumentado de
cancer de prostata e/ou a um fendtipo agressivo (TAYLOR et al., 1996; INGLES et
al., 1997). TAYLOR et al. (1996) observaram um risco aumentado para a doenga
para os gendtipos TT e Tt do polimorfismo Tag |, o que n&o foi confirmado em
estudo realizado por BOUSEMA et a/ (2000). HABUCHI et al. (2000) observaram
que o polimorfismo Bsm | deve influenciar o risco de cancer de prostata, tendo em

vista que os gendtipos BB e Bb exibem menor risco. Outro polimorfismo, definido
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pelo numero varidvel de adenosinas na regido 3' n3o traduzida, foi estudado por
INGLES et al. (1997). Alelos longos (>18 adenosinas) foram associados a um risco
46 vezes maior de céancer de prostata. Para FELDMAN (1997), esses
polimorfismos podem alterar o nivel de expressdo do mRNA ou sua estabilidade,
alterando, entéo, a quantidade de VDR.

3.5.2- O GENE PSA

O antigeno prostético especifico (PSA) é uma glicoproteina presente no
epitélio prostatico, responsavel pela lise do coagulo seminal, e é determinada no
soro por meio de radioimunoensaio. Apesar do nome, o PSA ndo é especifico da
prostata, podendo estar elevado no cancer de mama e renal, sendo também
detectado em tecido pancredtico e nas glandulas salivares. Além do
adenocarcinoma da prostata, o aumento do PSA pode ter varias outras causas
como a HBP e prostatites, por exemplo. Cada grama de tecido com HBP produz
até 0,3 ng/ml de PSA ao passo que no cancer esse valor chega a 3,5 ng/ml. Além
disso, os niveis de PSA podem ser correlacionados com a extensdo do tumor
(FERREIRA & NARDI, 1999).

Ainda n&o s&o conhecidos os genes envolvidos na proliferacdo celular na
prostata. Para XUE et al. (2000), um gene candidato pode ser o PSA (mapeado
em 19q13-13.4), que é regulado pelos andrégenos, na préstata. Além disso, a
regido promotora desse gene tem uma ARE polimérfica (RAO & CRAMES,1999).
Acredita-se que variantes alélicas possam interagir diferentemente com o AR, e
assim influenciar no risco de cancer de préstata. Em seu trabalho, XUE et al.
(2000) estudaram o polimorfismo G/A na regido promotora do gene PSA, e
observaram que homens GG possuem um risco 3 vezes maior de cancer de
prostata. Para esses autores, somente essas frequéncias alélicas nao sao
suficientes para que se possa estimar o risco para a doenca, entretanto quando o
gendtipo GG é combinado a alelos CAG “curtos” (<20 repeticdes), observa-se um

risco ate 5 vezes maior para a neoplasia.

29



INTRODUCAO Regulagdo Hormonal na Prostata

3.5.3- O GENE HPC2/ELAC?2

No gene HPC2/ELAC2, localizado em 17p, dois polimorfismos ja foram
identificados (Ser217Leu e Ala541Thr). Entretanto, tanto a fung@o deste gene
como os significados desses polimorfismos ainda séo desconhecidos (REBBECK
et al., 2000; TAVTIGIAN et al., 2000). Para TAVTIGIAN et al. (2000) a presenga do
alelo Thr541 tem um efeito deletério na fungdo da proteina codificada por esse

gene.

REBBECK et al. (2000) observaram que o gendtipo Leu217/Thr541 era
mais comum em pacientes com cancer de prostata do que em controles sem a
doenga. Esses resultados sugerem que este gene esta associado a um risco
aumentado para essa neoplasia. Esses autores afirmam que, devido a elevada
frequéncia do gendtipo Leu217/Thr541, este seria responsavel por 5% dos

canceres de prostata na populagéo estudada.



II- OBJETIVOS




OBJETIVOS Marcelo Lima Ribeiro

v Tendo em vista a auséncia de estudos populacionais em nosso meio
relacionados a variagdes genéticas que possam vir a ter valor preditivo em
relacdo ao cancer de prostata, esse trabalho teve como objetivo principal
determinar as frequéncias dos polimorfismos dos genes do receptor de
androgenos (repeticdes CAG e GGN e S1/52) e da enzima Sa-redutase tipo

Il (VBIL e A49T) em adultos do sexo masculino da populagéo miscigenada

do Estado de Sdo Paulo:

v" De modo complementar, estudou-se a distribuicdo desses polimorfismos
em pacientes com céncer de prostata, para avaliar os genotipos que
poderdo ser considerados como fatores de risco para essa neoplasia, em

nossa populacéao.



III- MATERIAL E METODOS




MATERIAIS E METODOS Casuistica

1- CASUISTICA

Foram coletadas amostras de sangue periférico (~10 ml) de 200
individuos adultos do sexo masculino, dentre candidatos a doacdo de sangue
dos Hemocentros de Campinas (n=118) e Sdo José do Rio Preto (n=82), que
concordaram em participar voluntariamente do estudo, mediante a assinatura de
termo de consentimento onde se esclarece o objetivo da pesquisa. Dentre o0s
doadores de Campinas, as idades variaram entre 18 e 58 anos (x=36,6 e dp
=9,7), enquanto que para Sao José do Rio Preto foram observadas idades de 23
a 61 anos (x=39 e dp=9,1).

No momento da coleta, foi indagada a origem étnica do doador,
perguntando-se sobre seus ancestrais. Cerca de 61% (n=72) dos individuos de
Campinas foram considerados caucasoides e 39% (n=46) negrbides ou
referiram ancestrais negrdides. Em S&o José do Rio Preto cerca de 67,3%
(n=56) foram considerados caucasoides e 31,7%(n=26) negroides ou possuiam

ancestrais negroides.

Em relac&o aos individuos com cancer de prostata, estabelecemos uma
colaboracdo com os Drs. José Carlos Mesquita e Andréa Borduchi Carvalho-
Salles que nos enviaram amostras de DNA de pacientes (n=92) do Hospital de
Base de S&o José do Rio Preto. Tratam-se de pacientes com diagnostico de
adenocarcinoma de prostata, com idades que variam entre 43 e 96 anos
(x=73,65, dp=8,87), avaliados no Servi¢co de Urologia da Faculdade de Medicina
de S&o José do Rio Preto. Do ponto de vista étnico, apenas 8 desses foram

identificados como negroides.
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2- METODOS

2.1- EXTRACAO DE DNA

Foram coletados 10ml de sangue periférico, em tubo de centrifuga estéril de
fundo cdnico de 50ml contendo 8 gotas de EDTA 10% como agente anti-
coagulante. Ao sangue coletado, adicionou-se 35ml da solugdo A (Triton-X 1%:
MgCl> 5mM; Sacarose 0,32M; Tris-HCI 10mM pH 8,0). A mistura foi colocada em
gelo por 30 minutos para que as hemacias fossem lisadas. Centrifugou-se a 2500
rpm por 10 minutos a 4°C e retirou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet
novamente em 20ml de solugdo A, agitando-se por inversdo até o pellet se
desprender fundo do tubo, centrifugou-se novamente por 15 minutos a 2500 rpm,
o sobrenadante foi desprezado. As etapas de lise foram repetidas varias vezes até

0 pellet passar de rosa para incolor.

Continuando o procedimento, ressuspendeu-se o peflet em 1ml de solucéo
B, 2X concentrada (Na;EDTA 20 mM; NaCl 20 mM: Tris-HC! 20 mM pH 8,0) e
adicionou-se 250ul de solug&o C preparada na hora (para 1 mi de solucdo C: 0,5
mi de solugdo B + 1 mg de Proteinase K - Boerhinger Mannheim, Germany + 0,5
mi de SDS 10%). incubou-se em banho-maria a 37°C durante a noite. Apds a
incubacéao, tratou-se a solucéo com 1,25ml de fenol saturado com tampéao Tris-HCI
10 mM pH 8,0, agitou-se por invers&o por 5 minutos e centrifugou-se a 2500 rpm
por 10 minutos. Em seguida, retirou-se a camada aquosa e repetiu-se a exiracéo.
Retirou-se a fase superior que, apds a segunda exiracéo de fenol foi tratada com
cloroférmio/alcool isoamilico na proporgéo 24:1 (para 100mi: 96mi de cloroférmio e

4ml de alcool isoamilico).

O DNA foi precipitado adicionando-se 0,1 volumes de acetato de sddio 3M,
pH 55 e 2 volumes de etanol absoluto. O precipitado de DNA foi retirado da
solugcgo com auxilio de um bastéo e, lavou-se com etanol 70% para eliminar o
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excesso de sal. O DNA foi dissolvido em quantidade apropriada (200-500ul) de TE
(Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0) e a concentragéo foi determinada

por leitura de absorgcdo optica a 260nm em espectrofotdmetro.

2.2- ANALISE DOS POLIMORFISMOS DO EXON 1 DO GENE AR
2.2.1- REPETICOES CAG

Para o estudo do microsatélite CAG foram efetuadas reagdes de PCR
(‘Polymerase Chain Reaction”- SAIKI ef al., 1989), adicionando a reagéo 1uCi de
[a—aBP] dCTP (10mCi/mi), cuja concentracdo € balanceada diminuindo a
concentracdo de dCTP contida nos dNTPs. As seqiéncias dos primers utilizados
(Tabela |) foram as descritas por YEE et al. (1994). A reagao de PCR foi realizada
em volume final de 50ul contendo de 200 a 500ng de DNA gendémico, 20pmol de
cada primer, 200uM de cada dNTPs (0,2mM dATP + 0,2mM dTTP + 0,2mM dGTP
+0,1mM dCTP + 1uCi [a-P] dCTP), 1,5% de MgCly, 2,5 unidades de enzima Taq
DNA Polimerase (Gibco-BRL®) e tampdo de reagdo para a enzima. O cicio

utilizado € mostrado na Figura 8.

10 ciclos :_ 25 ciclos i
94°C | 94°C | 94°C |
Smin | 1 min\ 72°C -7 lmin 72°C | 72°C
A 1Tmin | N 60°C - 1min | 10 min.
1 min
g : " 4°C
: é =

Figura 8- Ciclo utilizado para a ampiificagao das repeticdes CAG.
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Apbés a reacdo as amostras foram misturadas a um tampdc de
carregamento na proporgdo de 1.1 (95% de formamida, 0,05% de azul de
promofenol e EDTA 20mM pH8,0), desnaturadas e aplicadas em gel de

gei
poliacrilamida 6% (7,5 ml de sclugdo de acrilamida/bisacrilamida 40%, 2,5 ml d

iac
BE 20X, 25,2g ge uréia; agua g.s.p. 60 ml). Para a polimerizacdo acrescentou-s

-

()]

500ui de persuifato de aménio (10%) e 50ul de TEMED (Pharmacia®). Os géis
foram montados em placas de 42cm x 33,5cm e 39,5cm x 33,5cm. A placa maior
foi tratada com Repe/ Silane (Pharmacia®) para que o gel ficasse aderido a placa
menor. Entre as placas foram utilizados espagadores com a espessura de 0,4 mm

O gel foi submetido uma pré-corrida de 30 minutos. As amostras foram

oy

previamente desnaturadas a 95°C por 5 minutos e 4ul foram aplicadcs. Ao lado

dos microsatéiites foi aplicada uma reagéo de seqlenciamento a fim de que se

possa estimar o numero de repeticdes, além de dois individuos controles, com o
I_

numero ae repeticdes conhecidos. A corrida foi feita nas seguintes condicdes:
2000V; 50W,; 50mA por 5 horas

O gel aderido a placa menor é retirado com papel Whatmann 3MM e

secado a vacuo por 1hora a 80°C, sendo posteriormente exposto usando filme

sensivel (Kodak Biomax®) por aproximadamente 24 horas.

Tabela | - Seqgiiéncia de primers utilizados nesse trabalho.

Gene Seqiiéncia dos primers (5’— 3°)
CAG1.GTGCGCGAAGTGATCCAGAA
CAG2:TCTGGGAGCCAACCTCTCTC

AR GGC1.TCCTGGCACACTCTCTTCAC
GGC2:GCCAGGGTACCACACATCAGGT
Stu 11:CACAGGCTACCTGGTCCTGG

Stu 12:CTGCCTTACACAACTCCTTGGC
V8IL1:GCAGCGGCCACCGGCGAGGAACA
V89L2: TGGACGCCGGGAGCAGGGCAGT
A49T1.GCAGCGGCCACCGGCG
A49T2:GTGGAAGTAATGTACGCAGAA

SROSA2

L
e |
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Para a analise do numero das repeticdes CAG, verificou-se, por
seqlenciamento, que o produto da reagdo PCR de 307pb contém 20 repeticoes
CAG (Figura 9). Desse modo, acréscimos ou decréscimos de multiplos de 3,
permitem facilmente determinar o numero de repeticbes de CAG de cada

individuo, pelo exame visual do filme de raio X.

stk [oie Ttk o7
60pbl_3
20 CAG
—Rdeb [ cac  —e3R 3200
75pb|_3
25 CAG

Figura 9 — Analise do nimero de repeticbes CAG

2.2.2- REPETIGOES GGN

Nos microsatélites GGN a reacdo de PCR foi realizada em volume final de
50ul contendo de 200 a 500ng de DNA gendmico, 20pmol de cada primer, 200uM
de cada dNTPs (0,2mM dATP + 0,2mM dTTP + 1mM da mistura de 7-deaza-
dGTP:dGTP + 0,1mM dCTP + 1uCi [a-°P] dCTP), 1,5% de MgCl,, 5% de DMSO,
2,5 unidades de enzima Taqg DNA Polimerase (Gibco-BRL®) e tampéo de reagéo
para a enzima. Foram utilizados os primers descritos por SLEDDENS et al
(1993), relacionados na Tabela I. O ciclo utilizado é mostrado na Figura 10. A

eletroforese foi efetuada como descrito acima para as repeticées CAG.
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s 21 ciclos — 2actoy ————
95°C _ 95°C 1.95°C
12 minl 1 min: 72°Cc -~ lmin" 72°C | 72°C
\ "64°C 1 it o 54°c  lmin 10 min-\_
= : 1 min :
1 min
+°C
20

" “Touchdown” com redug¢do de 0.5°C por ciclo.

Figura 10- Ciclo utilizado para a amplificagdo das repeticées GGC
2.2.3- PoLiMORFIsMO S1/S2

Para a andlise do polimorfismo S1/S2 usamos a técnica de PCR-RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism), com os primers utilizados por LU &
DANIELSEN, (1996), descritos na Tabela I. A reacdo de PCR (Tabela Il) foi
realizada em volume final de 50ul contendo de 200 a 500ng de DNA gendmico,
20pmol de cada primer, 200uM de cada dNTPs, 1,5% de MgClz, 5% de DMSO,
2% de BSA, 2,5 unidades de enzima Tag DNA Polimerase (Gibco-BRL®) e

tampé&o de reagao para a enzima.

A substituicdo G1733A no codon 233 cria um sitio de restri¢cdo para enzima
Stu | (alelo S2). O fragmento de 416pb foi digerido com a enzima Stu | por duas
horas a 37°C, e os produtos da digestéo foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,5% (Gibco-BRL®). Os produtos desta digest&o foram de 416pb e de
329/87pb para os genodtipos S1 e S2 respectivamente (Figura 11).

Alelo S1 Alelo S2

Stu I

e el 416 pb oD ‘”* J
329pb 87pb

Figura 11 — Padrao de restricdo da enzima Stu | para os alelos S1 e S2.
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2.3- ANALISE DOS POLIMORFISMOS DO GENE SRD5A2

2.3.1- PoLiMORFiIsMO VAL8SLEU

O polimorfismo Vai89Leu foi analisado por PCR-RFLP, com os primers
descritos por KATZ et al. (1995), relacionados na Tabela |. A reagdo de PCR
(Tabela Il) foi realizada em volume final de 50ul contendo de 200 a 500ng de DNA
genémico, 20pmol de cada primer, 200uM de cada dNTPs, 1,5% de MgCly, 2,5%
de DMSO, 2,5 unidades de enzima Tag DNA Polimerase (Gibco-BRL®) e tampao

de reacdo para a enzima.

A presenca de uma guanina (G) na base 296 (alelo Vai89) cria um sitio de
restricdo para enzima Rsa |, que é abolido no alelo Leu89. O fragmento de 369pb
foi digerido com a enzima Rsa | por duas horas a 37°C, e os produtos da digestéo
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1000 (Gibco-BRL®) 3%. Os
produtos desta digestdo foram de 169/106/73/21pb para o genodtipo Val/Val;
169/106/94/ 73/21pb para Val/Leu e 169/106/94 pb para Leu/Leu (Figura 12).

Alelo Val89 Alelo Leu89

Rsa I Rsal Rsal Rsa 1 Rsal

Figura 12 — Padréo de restricdo da enzima Rsa | para os alelos Valg9 e Leu89.

2.3.2- PoLIMORFISMO ALA49THR

Para analisar a substituicdo Ala49Thr utilizou-se a técnica de ASOH (Allele
Specific Oligonucleotide Hybridization). Primeiramente, amplificou-se o éxon 1 do
gene SRD5A2, utilizando o par de primers descrito por MAKRIDAKIS et al. (1999),
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apresentado na Tabela I. A reacdo de PCR (Tabela Il) foi realizada em volume
final de S0ul contendo de 200 a 500ng de DNA gendmico, 20pmol de cada primer,
200uM de cada dNTPs, 1,5% de MgCl,, 1,5% de DMSO, 2,5 unidades de enzima

Tag DNA Polimerase (Gibco-BRL®) e tampéo de reagdo para a enzima.

Tabela Il - Tempos, temperaturas e nimeros de ciclos nas reagdes de PCR para os polimorfismos
de restricao.

Primers Etapa 35 Ciclos Etapa
Inicial final
Desnaturagao | Desnaturacio | Anelamento | Extensdo Extensio

Tempo | Temp | Tempo | Temp | Tempo Temp | Tempo | Temp| Tempo Temp
(min) | (C) | (min) | (C) | (min) | (C) | (min) | (C) | (min) | (C)

S1/82 62
Val89Leu 5 95 1 95 1 65 1 72 10 72
Ala49Thr 55

Aproximadamente Sul do produto da PCR foram misturados com 800ul de
uma solucdo desnaturante (NaOH 0,4N; EDTA 25mM). De cada amostra, foram
aplicados 250ul em membrana de Nylon /mmobilon S (Hybond-N®). Para essa
técnica utilizamos os aparelhos de Dot-blot (BioRad®) e Slot-Blot (Gibco-BRL®),

sendo todas as membranas feitas em duplicata.

As membranas foram pré-hibridizadas por pelo menos 4 horas em uma
solugdo de pré-hibridizagdo (4XSSC; 5X Denhart’s; NaH,PO4 10mM:; ssDNA
3ug/ul; SDS 1%). Os oligonucleotideos alelo-especificos empregados nessa
investigacao, foram desenhados com o auxilio do programa “GeneRunner” verséo
3.0 (Hasting Software, Inc, 1994) :

ALA49 -5 CTA CCC GCC TGC CAG CCC 3
THR49 -5 CTA CCC GCC TACCAG CCC &
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A marcagéo dos oligonucleotideos foi feita segundo a reacéo:

e 1ul do oligonucleotideo (10pmol/ul);

e 2ul tampéo 10X (Tris-HCI 700mM pH 7,6; MgCl, 100mM; DTT 50mM);
e 16ul HO;

e 1ul enzima T4 polinucleotideoquinase 10U/ul;

e 1ul [8**P]dATP 10mCi/ml.

Esses materiais foram incubados a 37°C por, pelo menos, 1 hora, sendo
entdo adicionados as solucdes de pré-hibridizacéo. E, a fim de evitar a presenca
de falsos positivos adotou-se a estratégia de adicionar um excesso de 25X de
sonda ndo marcada em relagdo a sonda marcada, permitindo a competicado dos
oligonucleotideos frios com os marcados, que hibridizam nos locais com total

homologia.
A lavagem das membranas foi feita da seguinte maneira:
1. Solugédo de 6XSSC por 20 minutos a temperatura ambiente;

2. Solugao de 6XSSC/0.1% SDS por 10 minutos & 62°C,;

3. Solugado de 6XSSC por 1 minuto a temperatura ambiente.

As membranas foram secas e expostas em filme X-OMAT AR (KodaK®
diagnostic film) na presenca de placas intensificadoras (Quanta Il — Sigma®) por,

pelo menos 4 horas a —70°C.
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Tendo em vista que o alelo Thr49 é raro, o oligonucleotideo THR49 foi
usado como primer sense, para produzir fragmentos que contivessem a
substituicdo G—A. Desse modo, foi produzido um controle positivo para esse

alelo.
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3- ANALISE DOS DADOS

As comparagdes envolvendo as distribuicdes do numero de repeticdes CAG
e GGN nas diferentes amostras e sub-amostras foram realizadas por meio dos
testes t e z. Numa segunda etapa, as amostras foram divididas em duas classes,
utilizando-se o numero meédio de repeticdes CAG e GGN, e comparadas por meio
do teste Qui-quadrado (3x?) com correcdo de Yates. Esse teste também foi
aplicado para a comparacéao das frequéncias alélicas do polimorfismo S1/S2 e dos
dados genotipicos referentes ao polimorfismo Val89Leu do gene SRDS5A2. Em
todos esses casos utilizou-se o programa BIOESTAT (AYRES et al., 1998), que
também foi aplicado para o calculo do risco relativo (RR).

As frequéncias dos haplétipos para os polimorfismos do gene AR foram
estimadas com o auxilio do programa ARLEQUIN (SCHNEIDER et a/., 1997), que
permitiu também avaliar o desequilibrio de ligacao.

Para o polimorfismo Val89Leu, as frequéncias genotipicas esperadas em

equilibrio de Hardy-Weinberg foram estimadas e comparadas com as frequéncias

observadas em todas as amostras.
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RESULTADOS Andlise das Populagdes de Doadores

1- ANALISE DAS POPULAGOES DE DOADORES

1.1- POLIMORFISMOS DO GENE AR
1.1.1- REPETICOES CAG

A Figura 13 ilustra a analise das repeticbes CAG.

) i . o
2; < : “ e —23
2 2 B

- S R i o] ‘]—21

Figura 13- Gel de poliacrilamida 6%; as setas indicam o ndmero de repeticdes CAG,observados nas
colunas de 1-7

Na Tabela [ll acham-se resumidos os dados referentes a distribuicdo do
numero de repeticdes CAG na amostra de doadores de sangue de Campinas,

divididos quanto a sua origem étnica em caucasoides e negroides.

Em relacdo a esta amostra, a andlise feita pelo teste t nao revelou
diferencas significativas entre caucasoéides e negroides (t=0,46, p=0,65). A
amostra de negréides foi subdividida, quanto a origem de seus pais e/ou avos, em
descendentes exclusivamente de negroides (n=25) e em descendentes de
caucasoides (n=21). Nao foram detectadas diferencas entre esses dois subgrupos
(t=1,03, p=0,31).0 mesmo nao foi feito com os caucasoides, pois esse grupo &

composto por individuos que nao relataram quaisquer mistura de ragas, no
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momento da entrevista. Esses resultados indicam que, para fins de analise

genotipica, esses doadores podem ser considerados como um Unico grupo.

Tabela Il — Distribuigdo do numero de repeticdes CAG em caucasoides e negroides de Campinas.

CAG Campinas
(n=118)
Caucaséides  Negrdéides Total
11 - 1 1
12 1 - 1
15 1 1 2
16 - 5 5
¥ i 2 1 3
18 3 2 5
19 ) 2 11
20 6 5 11
21 2b 9 34
22 11 5 16
23 5 8 13
24 7 3 10
25 1 3 4
26 1 1
27 1 - 1
Média 20,94 20,72 20,85

Na amostra de doadores de sangue de S&o José do Rio Preto (Tabela 1V),
nenhuma diferenga foi detectada entre caucasoéides e negroides (t=1,01, p=0,31), bem
como entre os subgrupos de negroides descendentes exclusivamente de negroéides (n=7)
e em descendentes de caucasoides (n=19) (t=0,65, p=0,52). Desse modo, assim como

em Campinas, essa populagéo ndo sera subdividida nas comparagdes posteriores.

Quando as populages de doadores de Campinas e de Séo José do Rio Preto
foram comparadas, pelo teste t, nenhuma diferenca entre ambas foi detectada (t=1,28,
0=0,20). Portanto, optou-se por considerar esses 200 individuos como uma unica

populagdo para as repeticdes CAG.
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Tabela IV - Distribuigdo do nimero de repeticdes CAG em caucasodides e negroides de S&o José

do Rio Preto.
CAG S&o José do Rio Preto
(n=82)
Caucaséides  Negréides Total
i3 1 - 1
16 2 2 4
17 5 1 6
i8 5 8 13
i9 6 3 9
20 11 4 15
21 7 L 8
22 4 3 7
23 7 - i
24 4 3 7
25 1 !
27 3 - 4
28 - 1 1
Média 20,57 19,88 20,35

1.1.2- REPETICOES GGN

A Figura 14 ilustra a analise das repeticées GGN.

Figura 14- Gel de poliacrilamida 6%; as setas indicam o numero de repetigoes
GGN, observados nas colunas 1,2,3 e 4. As letras G, A, T ,C correspondem ao
seqgiienciamento de DNA utilizado para estimar o nimero de repeti¢des.
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Na Tabela V acham-se resumidos os dados referentes & distribuicdo do
numero de repeticdes GGN na amostra de doadores de sangue de Campinas,

divididos quanto a sua origem étnica em caucasoides e negrdides.

Nao foram constatadas diferengas na distribuicdo do numero de repeticdes entre
esses grupos etnicos e nos subgrupos de negroides (t=1,46, p=0,14 e t=1,68, p=0,10,

respectivamente).

Tabela V - Distribuigdo do numero de repeticdes GGN em caucasodides e negroides de Campinas.

GEN Campinas
(n=118)
Caucasoides  Negréides Total
16 - 1 1
13 - 1 1
19 1 2 3
21 1 3 4
22 34 13 47
23 24 20 44
24 8 e 12
25 3 2 5
27 1 - 1
Média 22,69 22.33 22,55

Em relacdo aos doadores de sangue de S&o José do Rio Preto (Tabela VI),
nenhuma diferenca foi detectada entre caucasoides e negroéides (t=0,07, p=0,94), e entre

0s subgrupos de negrdides (t=0,04, p=0,97).

As analises feitas nas amostras de Campinas e de Sdo José do Rio Preto nédo
mostraram nenhuma diferencga significativa entre ambas (t=1,48, p=0,14). Desse modo,
assim como nas repeticdes CAG, considerou-se esses 200 individuos como uma unica

populacao para as repeticdes GGN.
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Tabela VI - Distribuigdo do nimero de repetigdes GGN em caucasdides e negréides de S3o José
do Rio Preto.

e SN ————————————

Sdo José do Rio Preto

GGN
(n=82)
Caucaséides  Negrodides Total
10 1 - 1
13 1 - 1
17 1 2 3
18 2 2
19 2 2 4
22 16 8 24
23 23 10 33
24 8 3 11
25 = 1 1
27 2 - 2
Média 22,16 22,11 22,15

Eeremee e e e e e e L T e e ]

1.1.3- PoLIMORFIsMO S1/S2

Na Figura 15 podemos observar os padrdes de restricdo da enzima Stu |.

Figura 15- Gel de agarose 1.5%; M- marcador de peso molecular, 1 e 2- alelo S1, 3 e 4- alelo S2.

Em relacdo a este polimorfismo (Tabela Vll), ndo foram observadas
diferencas na distribuicdo dos alelos S1 e S2 entre as amostras de caucasodides e
negroéides oriundos de Campinas (x*1=0,007, p=0,93), bem como entre subgrupos
de negroides descendentes exclusivamente de negréides e em descendentes de

caucasoides (x*1=3,08, p=0,08).
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Tabela VII - Distribuicdo dos gendtipos S1 e S2 em caucasoides e negroides de Campinas.

51/52 Campinas
(n=118)
Caucasdides  Negrdides Total
51 18 11 29
S2 54 35 89
Total 72 46 118

Na amostra de doadores de sangue de S&o José do Rio Preto (Tabela VIiI),
nenhuma diferenca foi detectada entre caucasoides e negroides (x*1=0,49, p=0,48),

bem como entre os subgrupos de negroides (x*1=1,67, p=0,19).

Tabela VI - Distribuicdo dos gendtipos S1 e S2 em caucasodides e negréides de Sdo José do Rio

Preto.
e e e e e e e e
51/52 Sdo José do Rio Preto
(n=82)

Caucasoides  Negroides Total
sl 6 5 11
52 50 21 71
Total 56 26 82

Quando as amostras de doadores de Campinas e de S&o José do Rio Preto foram
comparadas nenhuma diferenga entre ambas foi detectada (x*1=3,10, p=0,08). Portanto,
optou-se por considerar esses 200 individuos como uma unica populagéo para o
polimorfismo S1/S2.

1.1.4- ANALISE DOS HAPLOTIPOS MAIS FREQUENTES
Com o auxilio do programa Arlequin (SCHNEIDER et al., 1997) foi possivel

detectar a presenca de 76 haplotipos, sendo que os de frequéncia maior ou igual a 4%

estdo dispostos na Tabela IX. Além disso, foi feita analise de ligacao entre os
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polimorfismos do gene AR, por meio da qual pode-se constatar que ha um desequilibrio
de ligacdo entre as repeticdes GGN e o polimorfismo S1/S2 (p=0,01), que néo foi
observado para CAG e GGN e CAG e S1/S2 (p=0,14 e p=0,27, respectivamente).

Tabela IX - Distribuigdo dos haplétipos mais freqiientes para as repetices CAG e GGC e S1/S2.

Hapldotipos
CAG GGN 51/82  Fregqiiéncias
2% 22 52 0,085
20 23 s2 0,065
22 23 s2 0,045
21 23 s2 0,040
23 22 s2 0,040
24 22 52 0,040
19 22 52 0,040

1.2- POLIMORFISMOS DO GENE SRD5A2
1.2.1- PoLimorFismo VALSSLEU

Na figura 16 podemos observar os padrdes de restricdo da enzima Rsa |,
que permitem definir os gendtipos Val/Val, Val/Leu e Leu/Leu.

M 1 2 3

—

FET e T

T
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e
-
e
o

169pb__ gt
106pD—p Fmiee ol g 94pb
73pb— | : Gia|

Figura 16- Gel de agarose 1000 3%; M- marcador de peso molecular, 1- Val/Leu, 2-
Leu/Leu e 3- Val/Val.



RESULTADOS

Para este polimorfismo, foram observadas diferencas significativas na
distribuicdo dos genotipos entre os dois grupos étnicos de doadores de Campinas
(x_2(21=6'54, p=0,04), provavelmente devido a um excesso de homozigotos ValVal,
na amostra de negroides (Tabela XI). Em relacdo aos subgrupos de negréides
descendentes exclusivamente de negroides e de descendentes de caucasoides,

no entanto, ndo foram observadas diferencas na distribuicdo desses genotipos

(4%2=0,22, p=0,89).

Tabela XI - Distribuicdo dos genétipos Val/Val, Val/Leu e Leu/Leu em caucasoides e negrdides de

Campinas.
Val89Leu Campinas
(n=118)
Caucaséides  Negrdides Total
Val/Val 33 28 61
Val/Leu 24 16 40
Leu/Leu 15 2 17
otal 72 46 118

%

ca foi detectada entre

sé do Rio Preto, nenhuma diferen
grupos de negroides

Na amostra de Sa0 Jo

caucaséides‘e negroides (Tabela Xll) bem como entre 0S sub

(x32=1,38, p=0,50 € v*2=3,93, p=0,14, respectivamente).

Tabela Xll - Distribuigao dos genotipos val/val, Val/lLeu e Leu/Leu em caucasoides e negroides de

sJ do Rio Preto.
Sgo José do Rio Preto

Val89Leu 82}
Caucaséides  Negrdides Total
Vai/Val 20 7 27
Val/Leu 30 14 44
Leu/Leu 6 5 .
26 82

Total 56
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Quando comparamos as amostras de Campinas e S&do José do Rio Preto,
observamos diferengas significativas na distribuicdo dos genétipos (x°z= 8,41;
p=0,015). Por outro lado, ambas as populagbes acham-se em equilibrio de Hardy
& Weinberg (Campinas x2(2)=5,32; 0,05<p<0,10 e S&o José do Rio Preto
x2(2)=1,16; 0,50<p<0,70) e ndo diferem em relacdo as frequéncias alélicas
(x’1=1,84; p=0,17). O teste de homogeneidade confirma esses resultados
(x2(1;=3,34; 0,05<p<0,10). Portanto, optou-se por considerar esses 200 individuos

como uma unica populacao para o polimorfismo Val89Leu.
1.2.2- POLIMORFISMO ALA49THR

A Figura 17 ilustra a analise do polimorfismo Ala49Thr.

ALLA49}

THRA49

Figura 17- Membranas hibridizadas com as sondas ALA49 e THR49; a seta indica os
controles positivos para essa substituicdo.

Em relacédo a este polimorfismo, nenhum alelo Thr49 foi detectado em nossa

amostra.
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2- O Risco DE CANCER DE PROSTATA

2.1- GENE AR

2.1.1- POLIGLUTAMINAS

A distribuicdo do numero de repeticdes CAG dos pacientes com cancer de
prostata e dos doadores de sangue (Tabela XIll) foi analisada pelo teste z. Em relacao a
esses dados, a andlise ndo revelou diferencas significativas entre ambos (z=1,49,
p=0,14).

Tabela Xl - Distribuicdo do nimero de repeticdes CAG em pacientes com cancer de prostata e
em doadores.

e e e

CAG Pacientes (%) Doadores (%)

(n=92) (n=200)
11 - 1(0,5)
12 2 (2.17) 1 (0,5)
13 b 1(0,5)
14 2 (2.17) s
15 2 (2.17) 2 (1)
16 3 (3,26) 9 (45)
17 3 (3.26) 9 (4,5)
18 2 (2,17) 18 (9)
19 13 (14,1) 20 (10)
20 10 (10,9) 26 (13)
21 15 (16,3) 42 (21)
22 10 (10,9) 23 (11,5)
23 7 (7.6) 20 (10)
24 5 (5.4) 17 (8.5)
25 8 (8,7) 5 (2,5)
26 6 (6,5) 1(0,5)
27 2 (2.17) 4(2)
28 - 1(0,5)
29 1(11) :
33 1(1,1) -
Média 21,22 20,65

#

35



RESULTADOS O Risco de Céancer de Préstata

O Gréfico 1 ilustra a distribuicdo do nimero de repeticdes CAG em individuos com

cancer de prostata e em doadores de sangue.

( Distribuicao das repetigdes CAG A

|0 Doadores
| .
iE Pacientes

Grafico 1 - Distribuicdo das repeticoes CAG em doadores e pacientes.

Apesar de nado ter sido detectada diferenca na distribuicdo dessas repeticées,
estas foram subdivididas em duas classes (<20CAG e >20CAG), para testar a hipétese
de que “alelos curtos” confeririam um risco aumentado para o cancer de prostata. Desse
modo estimou-se o risco relativo (RR), Cujos resultados, apontados na Tabela XVI,

indicam que o ndmero de repeticées CAG parece nao interferir no risco para a doenca.

2.1.2- PoLiG LICINAS

A distribuicdo do nuimero de repeticées GGN dos pacientes com cancer de
Préstata e dos doadores (Tabela XIV) foi analisada pelo teste Z, que evidenciou a
existéncia de diferenca significativa entre ambos (z=2,65, p=0,008). O Gréafico 2 ilustra a
distribuicdo do numero de repeticées GGN em individuos com céncer de préstata
(x=21,68) e em doadores normais(x=22,38).
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O Risco de Céncer de Prostata

Tabela XIV - Distribuicdo do numero de repeticdes GGN em pacientes com cancer de prostata e

em doadores.

66N Pacientes (%) Doadores (%)

(n=92) (n=200)
10 : 1 (0,5)
11 1(L0) -
12 1(1,1) :
13 . 1 (0,5)
14 1(1,1) “
15 1(1,1) -
16 . 1 (0,5)
17 1(1,1) 3(1,5)
18 4(4,3) 3(1,5)
19 2 (2.17) 7 (3.5)
20 4(4,3) :
21 8 (8.7) 4(2)
22 36 (39,1) 71 (35,5)
23 23 (25) 77 (38,5)
24 5 (5.4) 23 (11,5)
25 3 (3,26) 6 (3)
26 2 (2,17) 3(1,5)
Média 21,68 22,38

40,
354
0.
25.
yﬂ 20'
164
104

Distribui¢do da repeticdes GGN

[0 Doadores
O Pacientes

1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22232425262?
GGC

o

Grafico 2 - Distribuicdo das repeticoes GGN em doadores de sangue e pacientes com cancer de

préstata.
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Em relacdo as repeticdes GGN, estas foram divididas em duas classes (<22GGN
e =22GGN), estimando-se 0 RR para cada uma delas. Os resultados apresentados na
Tabela XVI permitem concluir que individuos com alelos <22 teriam um risco maior de
cancer de prostata, enquanto portadores de alelos >22 seriam beneficiados por um

provavel “efeito protetor”.

2.1.3- PoLiMORFISMO S1/S2

Em relagé&o a este polimorfismo (Tabela XV), observou-se diferenca significativa

na distribuicdo dos alelos S1 e S2 entre pacientes com cancer de prostata e doadores

(x%1y=4,83, p=0,03).

Tabela XV - Distribuicdo dos genétipos S1 e S2 em pacientes com cancer de prostata e em

doadores.
51/52 Pacientes (%) Doadores (%)
(n=92) (n=200)
sl 30 (32,61) 40 (20)
s2 62 (67.,39) 160 (80)

Subsequentemente, a analise do RR revelou que o alelo S1 poderia ser
responsavel por um aumento no risco para a doenga, enquanto o S2 teria um “efeito

protetor” (Tabela XVI).

Tabela XVI - Anadlise do risco relativo para cada polimorfismo.

CAG G6GC 51/52 Pacientes Doadores  Risco Relativo p 95% IC
=20 - - 65 139 1,04 047 0,71-151
<20 - - ar 61 0,96 ' 0,66-1,40
- =22 - 69 180 052 037-073
- <22 - 23 20 183 ,6007 1,37-2,72
- - si 30 40 153 1,09-2,16
- - 52 62 160 0,65 G0ia 0,46-0,92

e e e e e e e e e e e e e
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2.1.4- ANALISE DE HAPLOTIPOS EM PACIENTES COM CANCER DE PROSTATA

Com o auxilio do programa Arlequin (SCHNEIDER et al., 1997) foram detectados
65 haplétipos, sendo que os de frequéncia maior ou igual a 4% estdo dispostos na
Tabela XVII. Além disso, foi feita a andlise de ligacdo entre os polimorfismos do gene AR,
constatando-se um desequilibrio de ligagéo entre as repeticdes GGN e o polimorfismo
$1/82 (p=0,02), o que n&o foi observado para CAG e GGN e CAG e S1/82 (p=0.23 e

p=0,75, respectivamente).

Tabela XV1I - Distribuicdo dos haplétipos mais frequientes para as repeticées CAG e GGC e S1/32.

A e e e e

Hapldtipos
CAG 66N 51/52  Fregqiiéncias
21 22 52 0,054
21 23 52 0,043
22 22 s2 0,043
19 22 s2 | 0043

e s e e e e e D e L ]

2.1.5- ANALISE DO RISCO RELATIVO PARA OS TRES POLIMORFISMOS

Tendo em vista as frequéncias relativamente baixas estimadas para os haplotipos
individuais, esses foram agrupados em classes (Tabela XVIil) para avaliar o risco relativo

das varias combinagdes.



RESULTADOS O Risco de Cancer de Fréstata

Tabela XVIIT - Analise do risco relativo para diferentes combinagdes dos polimorfismos do gene AR.
m

CAG GGC S1/S2 Pacientes Doadores Risco Relativo p 95% IC
>20 =22 - 45 129 0,65 0,008 0.46-021
=20 <22 - 20 10 243 0] 1,76-3,34
<20 =22 - 24 51 1,02 0,48 0,69-1,49
<20 <22 - 3 10 0,72 0,36 0,26-1,98
=20 - si 17 23 143 0,076 0,85-2,15
>20 - 52 48 116 0,85 0,21 0,61-1,20
<20 - Si 13 17 1,44 0,10 0,92-2.25
<20 . S2 14 44 0,72 0,12 0,44-1,18

- =22 Sl 25 34 147 0,03 1.03-2 11

- =22 52 44 146 0,54 0,0003 0,39-0,77

= 22 s1 5 6 1,47 0,25 0,75-2,87

- 22 s2 18 14 1,98 0,001 1,37-2,84

=20 >22 52 32 107 0,64 0,02 042-097

=20 <22 52 16 9 274 0 1,86-4,04
W

2.2- GENE SRD5A2

Em relagdo ao polimorfismo Val89Leu, ndo foram detectadas diferencas na
distribuicdo dos gendtipos entre pacientes e doadores de sangue (x°2=1,43, p=0,49).
Além disso, como se pode observar na Tabela XIX, parece ndo haver qualquer ligacdo

entre os genotipos em questdo e o risco de cancer de prostata.

Tabela XIX - Distribuicdo dos genétipos Val/Val, Val/Leu e Leu/Leu em pacientes e doadores e andlise de

RR.
s ——————————————————————————
Val89Leu Pacientes (%) Doadores (%) RR p 95% IC
Val/Val 34 (36,96) 88 (44) 082 o5 0,57-1,16
Val/Leu 45 (48 91) 84 (42) 1,21 : 0,86-1,70
Leu/Leu 13 (14,13) 28 (14) 1 0,44 0,62-1,64
Val 0,61 0,65 0,90 023 0,70-1,15
Leu 0,39 0,35 111 ; 0,87-1,42

Quanto a substituicdo Ala49Thr, todos os alelos foram identificados como Ala49.
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DISCUSSAOD Aspectos Etnicos e Populacionais

1- ASPECTOS ETNICOS E POPULACIONAIS

Embora o IBGE ainda use o termo ‘raca”, esta denominagéo ¢
predominantemente decorrente de aspectos sociais e culturais. Para
TEMPLETON (1999), do ponto de vista genético ndo existem ragas humanas. O
homem moderno desenvolveu caracteristicas fisicas, incluindo cor da pele, por
adaptacdo ao ambiente de cada nicho geografico. Geneticamente, no entanto, n&o
houve diversificacdo suficiente para caracterizar ‘ragas” em um sentido biologico.
Uma nomenclatura que vem sendo utilizada é a de etnia, definida de modo muito
amplo como um grupo populacional que tem caracteristicas fisicas ou culturais em

comum.

Tendo em vista os resultados obtidos, € importante discutir alguns aspectos
sobre a definicdo da origem étnica dos individuos estudados. No decorrer do
presente trabalho, sugeriu-se que os individuos de ancestralidade negra fossem
classificados de acordo com os critérios de KRIEGER et al. (1965) e POLLITZER
et al. (1982). Entretanto, para fazé-lo seria necessario um treinamento prévio no
reconhecimento de caracteristicas antropolégicas especificas de cada grupo
‘racial”, o que ainda pode ser feito em localidades onde houve pouca

miscigenacdo, com tipos muito bem definidos de negros.

Em relacdo a regido sudeste, Azevédo (1987), apdés comentar que o Brasil
€& “mulato no litoral, branco e mestico no interior... mais indio ao norte, menos
branco no nordeste, mais indio e mais branco no centro-oeste , menos preto no
sul”, afirma que ha de “tudo no sudeste”. Dessa forma, a extrema miscigenagao
observada nessa regido inviabiliza a classificacdo da populagdo quanto a etnia,
principalmente se os Unicos critérios forem cor da pele e textura do cabelo. Mesmo
indagando sobre os ancestrais, como realizado no presente trabalho, €

questionavel classificar um individuo como negroide, por ter, por exemplo, um pai
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descendente de negros e uma mae descendente de brancos, pois qual seria o

componente de maior “peso” nessa definigdo : o negrdide, ou o caucasdide ?

Além disso é digna de nota a constatagéo feita por ALVES-SILVA et al.
(1999) de que, ao se adotar a classificacdo utilizada pelo IBGE, pela qual os 245
individuos estudados puderam descrever a si mesmos como brancos, pretos,
pardos, amarelos e indigenas, todos optaram pela categoria “branco”. Como
salientado pelos autores, a maioria desses individuos era originaria do Estado de
Minas Gerais, que, de acordo com o IBGE é composto por 51,4% de brancos,
6,7% de pretos e 41,6% de pardos. Estes autores destacam, por meio da analise
do DNA mitocondrial, a significativa contribuicdo matrilineal de amerindios e de
africanos (> 60%) na constituicdo da assim denominada populacao branca do

Brasil.

Em trabalho recentemente publicado, o mesmo grupo de autores
analisou os polimorfismos de DNA da porgéo n&o-recombinante do cromossomo
Y em 200 homens ndo aparentados, de 4 regides geograficas brasileiras
(CARVALHO-SILVA et al., 2001). Esse estudo revelou que a grande maioria dos
cromossomos Y é de origem européia, que apenas 2.5% dos cromossomos s&o
oriundos da Africa, ndo se detectando nenhuma linhagem amerindia. Esses
dados contrastam com os relativos a analise do DNA mitocondrial acima
mencionada, refletindo a histéria da colonizagéo do pais, periodo durante o qual

os homens europeus tiveram seus filhos com mulheres amerindias ou africanas.

Ao nosso ver, esses fatos conduzem & necessidade de se avaliar a
populagdo do estado de S&o Paulo como uma unidade, ou seja, um grupo cuja
identidade é a heterogeneidade étnica, opinido essa anteriormente manifestada
por GOLDBERG et al. (1998).

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que, nessa amostra de

doadores da populacédo miscigenada do Estado de Sao Paulo, foram detectados
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valores muito préximos aos observados em outras populacdes para as repeticoes
CAG, notando-se uma média mais elevada na populagdo chinesa (HSING et al.,
2000). Quanto as repeticdes GGN, os presentes resultados (Tabela XX) sdo muito
semelhantes aos descritos por PLATZ et al. (1998) e HSING et al. (2000), em
populacbes norte-americana e chinesa, respectivamente. Curiosamente, os
valores medios relatados por STANFORD et al. (1997) e EDWARDS et al. (1999),

em norte-americanos e britanicos, respectivamente, sdo nitidamente inferiores.

Em relag@o ao polimorfismo S1/S2, as frequéncias alélicas detectadas nos
doadores (S1=0,2 e $2=0,8) nao diferem significativamente das descritas por LU
& DANIELSEN (1996) para uma amostra de individuos caucaséides norte
americanos (S1=0,13 e $2=0,87; x*=1,63, p=0,2). Por outro lado, frequéncias
muito diferentes foram relatadas em negros norte americanos (n=204) por ROSS
et al. (1999), correspondentes a 0,58 para o alelo S1 e 0,42 para S2. E possivel
que tais diferencas estejam relacionadas a grupos étnicos especificos da
populagdo norte-americana. Os resultados da comparagdo das frequéncias
alélicas entre os subgrupos caucasdides e negréides da nossa amostra total de
doadores n&o suportam a hipétese de variagdo étnica para este polimorfismo

(x*=0,16; p=0,68), em nossa populacio.
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Quanto ao gene SRD5A2, as frequéncias alélicas do polimorfismo Val89Leu
sao praticamente idénticas as descritas para populacées norte-americanas e
européias (Tabela XXI).

O alelo Thr49 néo foi detectado no presente trabalho, provavelmente em
vitude de sua baixa frequéncia e do numero de amostras analisadas.
MAKRIDAKIS et al. (1999) identificaram esse alelo em 1,5% da populacédo
estudada em seu trabalho (14/922),e JAFFE et al. (2000) em 3,5% de sua amostra
(N=242).

Nossos dados indicam que as frequéncias dos quatro marcadores
estudados (CAG, GGN, S1/S2 e Val89Leu) assemelham-se aos resultados
observados em populagbes Norte-Americanas (descendentes de europeus,
africanos e de latinos) e Européias. Dessa forma, conclui-se que os fatores
genéticos relacionados ao risco de cancer de préstata, considerados relevantes na
maioria das populagdes, também podem ser aplicados a essas populacdes
urbanas brasileiras, onde contribuiges significativas de “pools”’ génicos de
europeus e de africanos podem ser encontradas. Por outro lado, o papel da
contribuicdo de amerindios/asiaticos em relacdo a esses polimorfismos em nossa

populacéo ainda precisa ser estudado.
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2- POLIMORFISMOS GENETICOS

2.1- O RECEPTOR DE ANDROGENOS

No presente trabalho, ndo houve associagéo entre o numero de repeticoes
CAG e o risco de cancer de prostata, de modo semelhante ao descrito por outros
autores, em outras populagbes (BRATT et al., 1999; EDWARDS et al., 1999;
LANGE et a/., 2000).

Alguns autores detectaram um aumento do risco de cancer de prostata em
individuos com <22 repeticoes CAG (IRVINE et al., 1995; STANFORD et al,
1997). HARDY et al. (1996) e HSING et al. (2000) observaram um maior risco em
homens com <23 CAG, enquanto que para GIOVANNUCCI et al. (1997),
individuos com <18 CAG teriam um maior risco para a doenga. Para INGLES et al.
(1997) e KANTOFF et al. (1998) um risco aumentado de cancer de prostata foi
associado a alelos com <20 repeticoes.

A falta de modelos uniformes de analise dificulta a interpretacdo desses
dados. Como visto acima, GIOVANNUCCI et al. (1997) detectaram um risco
aumentado quando compararam homens com <18 e >26 repeticbes CAG. Esse
risco desaparece quando homens com <18 repeticbes s&o comparados com 0
restante da amostra. Portanto, os critérios para a divisdo em classes nem sempre
sdo muito claros nos trabalhos publicados. IRVINE et a/. (1995); STANFORD et al.
(1997) e HSING et al. (2000) usaram o numero médio de repeticbes para dividir
suas populagdes para fins de analise de risco, sendo este o critério adotado no

presente trabalho.

As repeticdes GGN sdo menos polimorficas do que as repeticbes CAG.

Apesar disso, a variagdo no numero de repeticoes GGN tem sido amplamente
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estudada em relacé&o ao risco de cancer de préstata (EDWARDS et al., 1999),
também gerando resultados controversos.

Para IRVINE et al. (1995) e EDWARDS et al. (1999) longos alelos GGN
(>16) est@o associados a um risco aumentado para a doencga, enquanto que
HAKIMI et al. (1997) e STANFORD et al. (1997) detectaram um maior risco em

homens com “alelos curtos” GGN (<14 e < 16 repeticdes, respectivamente).

HSING et al (2000) detectaram um risco aumentado em individuos com
menos de 23 repeticbes GGN. Assim como no trabalho de HSING et a/ (2000),
utilizamos o numero médio de repetigdes para separar a amostra em duas classes
(222 e <22). Nossos dados indicam que “alelos curtos” (<22) conferem um risco
maior de cancer de prostata, enquanto que portadores de alelos >22 repeticoes

seria beneficiados por um provavel “efeito protetor”.

Segundo PLATZ et al. (1998) 23 repeti¢cbes confeririam uma atividade e
conformacdo Otima & proteina AR, ndo havendo uma relacdo linear entre o
numero de repeticdes GGN e o risco de cancer de prdstata, mas o risco poderia
diminuir com o desvio, para qualquer direcdo, do nimero médio de repeticoes
(23), em consequéncia da diminuicdo na atividade do AR. Sob esse aspecto, o
risco maximo para a doenga deveria ser atribuido ao alelo com 23 repeticdes, o
que nao foi observado no presente trabalho.

Assim, a maior dos estudos indica que ha uma relacdo inversa entre o
numero de repeticoes GGN e o risco para cancer de prdstata, o que é suportado
por observagdes in vitro de que a delegdo da regido de poliglicinas reduz a
atividade transcricional do AR (GAO, MARCELLI, MCPAUL 1996).

Embora o nimero de repeticdes CAG parega ndo influenciar no risco de
cancer de prostata, alguns estudos tentaram relacionar esse polimorfismo com o

numero de repeticbes GGN na modulagéo do risco. Apenas STANFORD et al.
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(1997) detectaram um risco aumentado para a doenca em individuos com <22
repeticoes CAG e <16 repetigdes GGC. No presente trabalho, nenhuma
associacéo entre o risco de cancer de prostata e 0 numero de repeticoes CAG e
GGN foi observada, de modo semelhante ao relatado por outros autores
(CORREA-CERRO et al., 1999; EDWARDS et al., 1999).

Dados conflitantes também foram encontrados em relagéo & analise de
ligacdo entre esses dois microsatélites. Tal como relatado por MACKE et al.
(1993), n&o foi observado desequilibrio de ligagéo entre os polimorfismos CAG e
GGN no presente trabalho. Entretanto, IRVINE et al. (1995) constataram uma
associacao preferencial entre esses dois polimorfismos em pacientes com cancer
de prostata. Posteriormente, PLATZ et al. (1998) relataram a ocorréncia de
desequilibrio de ligagéo entre esses dois microsatélites, tanto em controles como

em pacientes.

Para o polimorfismo S1/S2, somente ROSS et al. (1999) detectaram um
risco aumentado para a doenga em homens portadores do alelo S1. Resultados
da analise do RR, no presente trabalho, revelaram que o alelo S1 poderia ser
responsavel por um aumento nNo risco para a doenga (RR=1,53), enquanto 0O 52
teria um “efeito protetor” (RR=0,65).

Em relagdo & andlise de ligagdo, ndo observamos associacao preferencial
entre os polimorfismos CAG e S$1/82. Quando as repeticdes CAG foram divididas
em classes e combinadas com S1/S2, ndo se detectou qualquer relagdo com o

risco de cancer de prostata.

Entretanto, observou-se desequilibrio de ligagcao entre as repeticoes GGN e
S1/S2, tanto em doadores como em pacientes. Nesta situagdo foi possivel
detectar um maior risco para a doenga associado as combinacbes <22 e S2
(RR=1,98) e =22 e 81 (RR = 1,41), e um “efeito protetor” para a combinagéo > 22
e S2 (RR=0,54). Ao que parece, No primeiro caso (<22 GGN e S2), o componente
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principal do risco é representado pelos alelos com menos de 22 repeticées e no
segundo (>22 GGN e S1), pelo alelo S1.

Seria esperado entdo, que a combinacgdo <22 GGN e S1 conferisse o maior
risco. De fato, nesse caso o risco relativo acha-se aumentado (RR=1,47), porém
de modo nado significativo, provavelmente em funcdo do pequeno numero de
individuos nessa categoria. Por outro lado, o efeito do polimorfismo S1/S2 pode
estar indiretamente associado ao desequilibrio de ligagcdo com as repeticies GGN,
que teriam uma influéncia direta no risco de cancer de prostata.

Quando os trés polimorfismos foram analisados em conjunto, foi possivel
detectar um maior risco para a combinagdo >20 CAG <22 GGN S2 (RR=2,74) e
um efeito protetor para a combinacéo > 20 >22 §2 (RR=0,64). Ao nosso ver, esses
resultados reforcam a hipdtese de que o componente principal, se ndo unico, para
O risco de céncer de préstata, é o numero de repeticdes GGN.

2.2- A 50-REDUTASE TIPO I

No presente trabalho, ndo houve associagdo entre o polimorfismo Val89L eu
€ O risco de cancer de préstata, de modo semelhante ao descrito por outros
autores. Quando os gendtipos Val/Leu e Leu/Leu foram comparados ao suposto
genotipo de “maior risco” Val/Val (MAKRIDAKIS et al., 1997), nenhuma relacéo
deste com o aumento de risco da doenga foi detectada (FEBBO et al., 1999;
LUNN et al., 1999; JAFFE et al., 2000).

Quanto a hipotese de que o alelo Leu89 teria um “efeito protetor” para a
neoplasia da prostata (MAKRIDAKIS et al., 1997), nossos dados nao fornecem
evidéncias de que esse alelo possa conferir tal efeito. JAFFE ef al. (2000)
obtiveram resultados semelhantes, e ainda detectaram um maior, porém nao

significativo, risco associado a este alelo.
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Os trabalhos que suportam a hipétese de que o polimorfismo Val89Leu
possa ser um fator de risco para o cancer de prostata utilizam para tal a medida
dos niveis séricos de AAG (MAKRIDAKIS et al., 1997), que seriam mais baixos no
gendtipo Leu/Leu. Entretanto, sabe-se que grande parte do AAG sérico € derivado
de fontes n&o-prostaticas, ndo sendo, pois, um bom indicador da atividade da 5a-
redutase na prostata (HORTON, 1982; MOGHISSI, ABLAN, HORTON, 1984,
HORTON, HAWKS, LOBO, 1992). Para ALLEN, FORREST, KEY (2001), as
concentragbes de AAG ndo estdo significativamente associadas ao gendtipo
Leu/Leu, ndo sendo este polimorfismo um bom indicador de atividade sérica da

5q-redutase.

Em relacdo & substituicdo Ala49Thr, no presente trabalho, nenhum alelo
Thr49 foi detectado tanto em doadores como em pacientes. A baixa frequéncia
deste alelo torna questionavel qualquer tipo de associacao desta substituicdo com
o risco de cancer de prostata. Apesar disso, MAKRIDAKIS et al. (1999) e JAFFE
et al. (2000) sugerem que esse polimorfismo possa influenciar as caracteristicas
patolégicas da doenga e ainda afetar o prognostico, pois o alelo Thr49 foi

relacionado as formas mais invasivas da doenca.
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v

As freqUéncias de quatro marcadores moleculares estudados (CAG,
GGN, S1/S2 do gene AR e Val89Leu do gene SRD5A2) assemelham-se

as descritas em populagdes norte-americanas e européias;

O alelo Thr49 do gene SRD5A2 nao foi detectado entre os doadores de
sangue nem entre pacientes, sendo provavelmente uma variante muito

rara em nossa populagao;

NZo se observou qualquer associagdo entre o numero de repetigoes

CAG e o risco de cancer de prostata;

Alelos “curtos” GGN (<22) parecem conferir um risco maior de cancer
de prostata, enquanto portadores de alelos >22 repeticGes seriam

beneficiados por um provavel “efeito protetor”;

Nenhuma associacéo entre o numero de repeticoes CAG/GGN e o risco
de céancer de prostata foi detectada;

Observou-se um risco aumentado para a doenca em individuos

portadores do alelo S1;

Quando os trés polimorfismos do gene AR s&o analisados em conjunto,

os resultados obtidos reforcam a hipdtese de que O componente
principal para o risco de cancer de prostata € o numero de repeticoes
GGN,;

Nao houve associacdo entre o polimorfismo Val8SLeu e o risco de

cancer de prostata;
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v Os fatores genéticos relacionados ao risco de cancer de prostata,
considerados relevantes na maioria das populagdes, também podem ser
aplicados a populagdes urbanas brasileiras, onde contribuicdes
significativas de “pools” génicos de europeus e de africanos podem ser
encontradas.
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There is evidence to support the hypothesis of hormonal etiology of prostate
cancer involving androgen action. Testosterone is synthesized from cholesterol by
a series of reactions involving cytochrome P450 enzymes and is converted to
dihydrotestosterone (DHT), a more potent androgen, by 5Sa-reductase type 2
(SRD5A2) in many androgen-dependent target tissues. DHT binds to androgen
receptor (AR), and the DHT-AR complex transactivates a number of genes with

AR-responsive elements.

The aim of this study was to evaluate the distribution of polymorphisms for
the AR (CAG, S1/S2, GGN), and SRD5A2 (Ala49Thr, Val83Leu) genes that are
considered of relevance for prostate cancer risk, among 200 individuals from two
cities of the Sao Paulo state, and in 92 prostate cancer patients by PCR, PCR-
RFLP and ASOH techniques.

Our data shows that the allelic frequencies of these markers are very similar
to those described in North American and European populations. Thus, the
prostate cancer genetic risk factors that are considered of relevance in most
populations can also be taken into account in Brazilian urban populations, where
significant contributions from European and African gene pools can be found.
Concerning the prostate cancer patients, our results suggest that the number of

GGN repeats seems to be the most reliable marker for prostate cancer risk.

76



VIII- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS '




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

ALLEN, N.E.; FORREST, M.S.; KEY, T.J. The association between
polymorphisms in the CYP17 and Salpha-reductase (SRD5A2) genes
and serum androgen concentrations in men. Cancer Epidemiol.
Biomarkers Prev., 10:185-189,2001.

ALVES-SILVA, J.; SANTOS, M.S.; PENA, S.D.J.; PRADO, V.F. Multiple
geographic sources of region V S-bp deletion haplotypes in brazilians.
Hum. Biol., 71: 245-259,1999.

AIRES, M., AYRES, MJ. AYRES, D.L; SANTOS, A.S. Biostat:
Aplicagbes estatisticas nas areas das ciéncias biologicas e

médicas. Manaus: Sociedade Civil Mamiraua, 1998, 193p.

AZEVEDO, E. Raca Conceito e Preconceito. Sdo Paulo: Ed. Atica, 1987,
63p.

BARRET-CONNOR, E.; GARLAND C., McPHILIPS, JB., KHAW, KT,
WINGARD, D.L. A prostepctive, population-based study of
androstenedione, estrogens, and prostatic cancer. Cancer Res., 50
169-173,1990.

BEECHER, G.R. Nutrient content of tomatoes and tomato products. Proc.
Soc. Exp. Biol. Med., 218:98-100,19298.

BERRY, R.; SCHAID, D.; SMITH, J.R.; FRENCH, A.;, SCHROEDER, J;
McDONNEL, S.; PETERSON, B.J,; WANG, ZY.; CARPTEN, J.D;
ROBERTS, S.G.; TESTER, D.J.; BLUTE, M., TRENT, J.; THIBODEAU,
S. Linkage analyses at the chromossome 1 loci 1g24-25 (HPC1),
1g42.2-43 (PCAP), and 1p36 (CAPB) in families with hereditary prostate
cancer. Am. J. Hum. Genet., 66: 539-546,2000.

78



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

BERTON, P.: VALERI, A; COHEN-AKENINE, A.; DRELON, E.; PAISS, T;
WOHR, G.; LATIL, A. Predisposing gene for early-onset prostate
cancer, localized on chromossome 1g42.2-43. Am. J. Hum. Genet., 62:
1416-1424,1998.

BLANDY, J.P. & LYTTON, B. — What is the prostate and what for? In:
- The Prostate. London, Butterworth & Co.,1986. p.1-

22.
BOSLAND, M.C. The etiopathogenesis of prostatic cancer with special
reference to environmental factors. Adv. Cancer Res., 50 1-106,1988.

BOSLAND, M.C. Possible enhancement of prostate carcinogenesis by some
chemopreventive agents. J. Cell Biochem., (suppl 16H). 135-
137,1892.

BOSLAND, M.C. The role of steroid hormones in prostate carcinogenesis. J.
Natl. Cancer Inst. Monogr.,27:39-66,2000.

BOSLAND, M.C.; OAKLEY-GIRVAN, |.; WHITTEMORE, A.S. Dietary fat,
calories, and prostate cancer risk. J. Natl. Cancer Inst.,91:480-
491,1999.

BOUSEMA, J.T., BUSSEMAKERS, M.J.;, VAN HOUWELINGEN, KP;
DEBRUYNE, F.M.; VERBEEK, A L.; de LA ROSETTE, J.J.; KIEMENEY,
L.A. Polymorphisms in the vitamin D receptor gene and the androgen
receptor gene and the risk of benign prostatic hyperplasia. Eur Urol.,
37. 234-238, 2000.

79



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

BRATT, O.; BORG, A,; KRISTOFFERSSON, U.; LUNDGREN, R.; ZHANG
Q.X.; OLSSON, H. CAG repeat length in the androgen receptor gene is
related to age at diagnosis of prostate cancer and response to
endocrine therapy, but not to prostate cancer risk. Br. J. Cancer, 81:
672-676,1999.

CANARY, P.C.V. & SOUHAMI, F.L. Cancer de Prostata — Revisdo. Rev.
Bras. Cir., 79: 13-20,1989.

CAREY, AH.; WATERWORTH, D.; PATEL, K; WHITE, D.: LITTLE, J;
NOVELLI, P.; FRANKS, S.; WILLIAMSON, R. Polycystic ovaries and
premature male pattern baldness are associated with one allele of the
steroid metabolism gene CYP17. Hum. Mol. Genet., 3:1873-1876,1994.

CARTER, B.S.; BEATY, T.H; STEINBERG, G.D.; CHILDS, B.: WALSH,
P.C. Mendelian inheritance of familial prostate cancer. Proc. Natl. Acad
Sci. USA, 89: 3367-3371,1992.

CARVALHO-SILVA, D.R.; SANTOS, F.R; ROCHA, J.; PENA, S.D.J. The
phylogeography of Brazilian Y-chromosome lineages. Am. J. Hum.
Genet., 68: 281-286,2001.

CHAMBERLAIN, N.L.; DRIVER, E.D.; MIESFIELD, R.L. The length and
location of CAG trinucleotide repeats in the androgen receptor N-
terminal domain affect transactivation function. Nucleic Acids Res., 22:
3181-3186,1994.

COETZEE, G.A. & ROSS, R.K. Prostate cancer and androgen receptor. J.
Natl. Cancer Inst., 86: 872-873,1994.

80



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

COFFEY, D.S. The molecular biology of the prostate. /n: H. Lerpor & R.K.
Lawson (eds.), Prostate Diseases, pp. 28-56. Philadelphia: W.B.
Saunders, 1993.

COMSTOCK, G.W.; GORDON, G.B.; HISING, AW. The relationship of
serum dehydroepiandrosterone and its sulfate to subsequent cancer of
the prostate. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 2: 219-221,1993.

CORREA-CERRO, L.; WOHR, G.; HAUSSLER, J.; BERTHON, P,
DRELON, E.; MANGIN, P.; FOURNIER, G.; CUSSENOT, O.; KRAUS,
P.. JUST, W.; PAISS, T.; CANTU, J.M.; VOGEL, W. (CAG),CAA and
GGN repeats in the human androgen receptor gene are not associated
with prostate cancer in a French-German population. Eur. J. Hum.
Genet., 7: 357-362,1999.

DAI, W.S.; GUTAI, J.P.; KULLER, L.H.; CAULEY, J. A Cigarrette smoking
and serum sex hormones in men. Am. J. Epidemiol., 128: 796-
805,1988.

DAVID, D.L. & RUSSEL, R.W. Unusual length polymorphism in human
steroid 5a-reductase type 2 gene (SRD5A2). Hum. Mol. Genet., 2:
820,1993.

DE JONG, F.H. OISHI, K; HAYES, R.B., BOGDANOWICZ, J.F;
RAATGEVER, J.W._; van der MAAS, P.J.; YOSHIDA, O.; SCHROEDER,
F.H. Peripheral hormone levels in controls and patients with prostatic
cancer or benign prostatic hyperplasia: results from the Dutch-Japanese
case-control study. Cancer Res., 51: 3445-3450,1991.

81



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

DEMARK-WAHNEFRIED, W.; LESKO, S.M.; CONAWAY, MR;
ROBERTSON, C.N.; CLARK, RV.; LOBAUGH, B.; MATHIAS, B.J;
STRIGO, T.S.; PAULSON, D.F. Serum androgens: associations with
prostate cancer risk and hair patterning. J. Adrol., 18: 495-500,1997

DEVGAN, S.A; HENDERSON, B.E.; YU, M.C.; SHI, C.Y.: PIKE, MC.:
ROSS, R.K; REICHARDT, J.K. Genetic variation of 3 beta-

hydroxysteroid dehydrogenase type Il in three racial/ethnic groups:
implications for prostate cancer risk. Prostate, 33: 9-12,1997.

DI MASCIO, P.; KAISER, S.; SIES, H. Lycopene as the most efficient
biological carotenoid singlet oxygen quencher. Arch. Biochem.
Biophys., 274:532-538,1989.

DOLL, R.; PETO, R; WHEATLEY, K; GREY, R.; SUTHERLAND, I.
Mortality in relation to smoking 40 years’ observations on male British
doctors. BMJ., 309: 901-911,1994.

DORGAN. JF.; ALBANES, D.; VIRTAMO, J; HEINONEN, O.P;
CHANDLER, D.W.; GALMARINI, M.; MCSHANE, L.M.; BARRETT, M.J ;
TANGREA. J.; TAYLOR, P.R. Relationships of serum androgens and
estrogens to prostate cancer risk: results from a prospective study in
Finland. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 7:1069-1074,1998.

DORGAN, J.F.; JUDD, J.T.; LONGCOPE, C.; BROWN, C.; SCHATZKIN, A ;
CLEVIDENCE, B.A; CAMPBELL, W.S.; NAIR, PP.; FRANZ C;
KAHLE, L.; TAYLOR, P.R. Effects of dietary fat and fiber on plasma and
urine androgens and estrogens in men: a controled feeding study. Am.
J. Clin. Nutr., 64: 850-855,1996.

82



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

EDWARDS S.M.; BADZIOCH, M.D.; MINTER, R.; HAMOUDI, R.; COLLINS,
N.; ARDERN-JONES, A, DOWE, A.; OSBORNE, S.; KELLY, J;
SHEARER R.; EASTON, D.F.; SAUNDERS, G.F.; DEARNALEY, D.P;
EELES, R.A. Androgen receptor polymorphisms: Association with
prostate cancer risk, relapse and overall survival. Int. J. Cancer, 84:
458-465,1999.

EDWARDS, A.; HAMMOND, HA. JIN, L; CASKEY, CT,;
CHAKRABORTY, R. Genetic variation at five trimeric and tetrameric
tandem repeat loci in four human population groups. Genomics, 12:
241-253,1992.

FEBBO, P.G.; KANTOFF, P.W.; PLATZ, E.A; CASEY, D.; BATTER, S
GIOVANNUCCI, E.; HENNEKENS, C.H.; STAMPFER, M.J. The V8SL
polymorphism in the Salpha-reductase type 2 gene and risk of prostate
cancer. Cancer Res.,59:5878-5881,1999.

FEIGELSON, H.S.. COETZEE, G.A.; KOLONEL, LN.; ROSS, RK;
HENDERSON, B.E. A polymorphism in the CYP17 gene increases the
risk of breast cancer. Cancer Res., 57:1063-1065,1997.

FELDMAN, D. Androgen and vitamin D receptor gene polymorphisms: The
long and short of prostate cancer risk. J. Natl. Cancer Inst., 89: 109-
111,1997.

FERREIRA, U. & NARDI, C.A. — Cancer de Prostata. In: NETTO, N.R -
Urologia Pratica. 4ed. S&o Paulo, Atheneu,1999. p.237-248.

FINCHAM, S.M.; HILL, G.B.,; HANSON, J.;, WIJAYASINGHE, C.
Epidemiology of prostatic cancer. a case-control study. Prostate, 17:
189-206,1990.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

GALBRAITH, S.M. & DUCHENSE, G.M. Androgens and prostate cancers:
biology, pathology and hormonal therapy. Eur. J. Cancer, 33: 545-
554,1997.

GANN, P.H.; HENNEKENS, C.H.; MA, J.; LONGCOPE, C.; STAMPFER,
M.J. Prospective study of sex hormone levels and risk of prostate
cancer. J. Natl Cancer Inst., 88:1118-1126,1996.

GANN, P.H.; MA, J; GIOVANNUCCI, E.; WILLETT, W.; SACKS, F.M,;
HENNEKENS, C.H.; STAMPFER, M.J. Lower prostate cancer risk in
men with elevated plasma lycopene levels: results of a prospective
analysis. Cancer Res., 59:1225-1230,1999.

GAO, T.; MARCELLI, M.; MCPAUL, M.J. Transcriptional activation and
transient expression of the human androgen receptor. J. Steroid
Biochem. Mol. Biol., 59: 9-20,1996.

GIBBS, M.; STANFORD, J.L.; McINDOE, RA; JARVIK G.P.; KOLB, S;
GOODE, E.L.; CHAKRABARTI, L.; SCHUSTER, E.F.; BUCKLEY, V.A;
MILLER, E.L.; BRANDZEL, S.; LI, S.; HOOD, L.; OSTRANDER, E.A.
Evidence for a rare prostate cancer-susceptibility locus at chromossome
1p36. Am. J. Hum. Genet., 64: 776-787,1999.

GIOVANNUCCI, E.; STAMPFER, M.J.; KRITHIVAS, K; BROWN, M;
DAHL, D.; BRUFSKY, A; TALCOTT, J; HENNEKENS, C.H;
KANTOFF, P.W. The CAG repeat within the androgen receptor gene
and its relationship to prostate cancer. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94:
3320-3323,1997.

84



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

GIOVANNUCCI, E.; LEITZMANN, M.; SPIEGELMAN, D.; RIMM, E.B;
COLDITZ, G.A.; STAMPFER, M.J.; WILLETT, W.C. A prospective study
of physical activity and prostate cancer in male health professionals.
Cancer Res., 58: 5117-5122,1998.

GIOVANNUCCI, E.; STAMPFER, M.J.; CHAN, A.; KRITHIVAS, K.; GANN,
P.H.; HENNEKENS C.H., KANTOFF, P. CAG repeat within the
androgen receptor gene and incidence of surgery for benign prostatic
hyperplasia in the U.S. physicians. Prostate, 39: 130-134,1999.

GIOVANNUCCI E. Tomatoes, tomato-based products, lycopene, and
prostate cancer: review of the epidemiologic literature. J. Natl. Cancer
Inst., 91:317-331,1999.

GREENLEE, R.T.; MURRAY, T.; BOLDEN, S.; WINGO, P.A. Cancer
statistics, 2000. C.A. Cancer J. Clin., 50:7-33, 2000.

GRIFFITS, K; MORTON, M.S.; NICHOLSON, R.l. Androgens, androgens
receptors, antiandrogens and treatment of prostate cancer. Eur. Urol.,
32: 24-40,1997.

GRONENBERG, H.; XU, J.; SMITH, J.R.; CARPTEN, J.D.; ISAACS, S.D.:
FREIJE, D.; BOVA, G.S.; WALSH, P.C.; COLLINS, F.S.; TRENT, JM;
MEYERS, D.A.; ISAACS, W.B. Early age at diagnosis in families
provinding evidence of linkage to the hereditary prostate cancer locus
(HPC1) on chromossome 1. Cancer Res., 57: 4707-4709,1997.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

GRONENBERG, H.; SMITH, J.R.; EMANUELSSON, M.; JONSSON, B.A ;
BERGH, A.; CARPTEN, J.D.; ISAACS, W.B.; XU, J.; MEYERS, DA
TRENT, J.M.; DAMBER, J.E. In Swedish families with hereditary
prostate cancer, linkage to the HPC1 locus on chromossome 1g24-25 is
restricted to families with early onset prostate cancer. Am. J. Hum.
Genet., 65: 134-140,1999.

GSUR, A.; BERNHOFER, G.; HINTEREGGER, S.; HAIDINGER, G,
SCHATZL, G.; MADERSDACHER, S.; MARBERGER, M.; VUTUC, C.;
MICKSCHE, M. A polymorphism in the CYP17 gene is associated with
prostate cancer risk. Int. J. Cancer, 87. 434-437,2000.

GUTTENPLAN, J.B.; CHEN, M.; KOSINSKA, W.; THOMPSON, S.; ZHAO,
Z.; COHEN, L.A. Effects of a lycopene-rich diet on spontaneous and
benzo[a]pyrene-induced mutagenesis in prostate, colon and lungs of the
lacZ mouse. Cancer Lett., 164:1-6,2001.

HABEL, L.A.; VAN DEN EEDEN S.K.; FRIEDMAN, G.D. Body size, age at
shaving initiation, and prostate cancer in a large, multiracial cohort.
Prostate, 43: 136-143,2000.

HABUCHI, T.; LIQING, Z, SUZUKI, T.; SASAKI, R; TSUCHIYA, N;
TACHIKI, H.; SHIMODA, N.; SATOH, S.; SATO, K; KAKEHI, Y;
KAMOTO, T.; OGAWA, O.; KATO, T. Increased risk of prostate cancer
and benign prostatic hyperplasia associated with a CYP17 gene
polymorphism with a gene dosage effect. Cancer Res., 60: 5710-5713,
2000.

86



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

HABUCHI, T.; SUZUKI, T.; SASAKI, R.; WANG, L.; SATO, K ; SATOH, S;
AKAO, T.; TSUCHIYA, N.; SHIMODA, N.; WADA, Y., KOIZUMI, A;
CHIHARA, J.; OGAWA, O.; KATO, T. Association of vitamin D receptor
gene polymorphism with prostate cancer and benign prostatic
hyperplasia in a Japanese population. Cancer Res., 60: 305-308,2000.

HAKIMI, J.M.; SCHOENBERG, M.P.; RONDINELLI, R.H.; PIANTADOSI, S ;
BARRACK, E.R. Androgen receptor variants with short glutamine or
glycine repeats may identify unique subpopulations of men with prostate
cancer. Clin. Cancer Res., 3: 1599-1608, 1997.

HAMAJIMA, N.; IWATA, H.; OBATA, Y., MATSUO, K; MIZUTANI, M ;
IWASE, T.; MIURA, S.; OKUMA, K.; OHASHI, K; TAJIMA, K No
association of the 5' promoter region polymorphism of CYP17 with
breast cancer risk in Japan. Jpn. J. Cancer Res., 91: 880-885,2000

HANKIN, J.H.; ZHAQ, L.P.; WILKENS, L R.; KOLONEL, L.N. Attributable
risk of breast, prostate, and lung cancer in Hawaii due to saturated fat.
Cancer Causes Control, 3: 17-23,1992.

HARDY, D.O.; SCHER, H.l.; BOGENREIDER, T.; SABBATINI, P.; ZANG,
Z.F.. NANUS, D.M.; CATTERALL, J.F. Androgen receptor CAG repeat
lengths in prostate cancer: correlation with age of onset. J. Clin.
Endocrinol. Metab., 81: 4400 — 4405,1996.

HAYES, R.B.; POTTERN, LM.; SWANSON, GM.; LIFF, JM,
SCHOENBERG, J.B.; GREENBERG, R.S.; SCHWARTZ AG;
BROWN, L.M.; SILVERMAN, D.T.; HOOVER, R.N. Tobaco use and
prostate cancer in blacks and whites in the united states. Cancer Caus.
Contr., 5: 221-226,1994.

87



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

HAYES, R.B. Are dietary fat and vasectomy risk factors for prostate cancer?
J. Natl. Cancer Inst., 87: 629-631,1995.

HAYES, R.B.; BROWN, L.M.; SCHOENBERG, J.B.; GREENBERG, R.S;
SILVERMAN, D.T.; SCHWATZ, A.G.; SWANSON, G.M.; BENICHOU,
J.; LIFF, J.M.; HOOVER, R.N.; POTTEN, L.M. Alcohol use and prostate
cancer risk in US blacks and whites. Am. J. Epidemiol., 143;: 692-
697,1996.

HAYES, RB., ZIEGLER, R.G.; GRIDLEY, G.; SWANSON, C,;
GREENBERG, R.S.; SWANSON, G.M.; SCHOENBERG, JB;
SILVERMAN, D.T.; BROWN, LM.; POTTERN, LM. LIFF, J;
SCHWARTZ, A.G.; FRAUMENI, J.F.; HOOVER, R.N. Dietary factors
and risks for prostate cancer among blacks and whites in the United
States. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 8. 25-34,1999.

HEDERSON, B.E.; ROSS, RK; PIKE, MC., CASAGRANDE, JT.
Endogenous hormones as a major factor in human cancer. Cancer
Res., 42: 3232-3239,1982.

HONDA, G.D.; BERNSTEIN, L.; ROSS, R.K; GREENLAND, S.; GERKINS,
V.; HENDERSON, B.E. Vasectomy, cigarrette smoking, and age at first
sexual intercourse as risk factors for prostate cancer in middle-aged
men. Br. J. Cancer, 57: 326-331,1988.

HORTON, R. Dihydrotestosterone is a peripheral paracrine hormone. J.
Androl., 13: 23-27,1982.

HORTON, R.; HAWKS, D.; LOBO, R. 3a,17B-androstenediol glucoronide in
plasma. J. Clin. Invest., 69: 1203-1206,1992.

88



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

HSING, AW., COMSTOCK, G.W.; ABBEY, H.; POLK, B.F. Serologic
precursors of cancer. Retinol, carotenoids, and tocopherol and risk of
prostate cancer. J. Natl. Cancer Inst.,82:941-946,1990a.

HSING, AW.. McLAUGHLIN, JK; SCHUMAN, LM.; BJELKE, E;
GRIDLEY, G.; WACHOLDER, S.; CoCHIEN, H.T.; BLOT, W.J. Diet,
tobacco use, and fatal prostate cancer: results from the lutheran
brotherhood cohort study. Cancer Res., 50: 6836-6840,1990b.

HSING, A W.; McLAUGHLIN, J.K; HRUBEC, Z.; BLOT, W.J.; FRAUMENI
J.F. Tobacco use and prostate cancer. 26- year follow-up of US
Veterans. Am. J. Epidemiol., 133: 437-441,1991.

HISING, AW. & COMSTOCK, G.W. Serological precursors of cancer:
serum hormones and risk of subsequent prostate cancer. Cancer
Epidemiol. Biomarkers Prev., 2: 27-32,1993.

HSING, AW.; GAO, Y.T.; WU, G.; WANG, X.; DENG, J.; CHEN, Y.L,
SESTERHENN, A; MOSTOFI, F.K; BENICHOU, J.; CHANG, C.
Polymorphic CAG and GGN repeat lengths in the androgen receptor
gene and prostate cancer risk: a population-based case-control study in
China. Cancer Res., 60: 5111-5116,2000.

IMPERATO-McGINLEY, J.; GAUTIER, T.; ZIRINSKY, K; HOM, T;
PALOMO, O.: STEIN, E.; VAUGHAN, E.D.; MARKISZ, J.A.; RAMOREZ,
A.E.. KAZAM, E. Prostate visualization studies in males homozygous
and heterozygous for 5 aplha-reductase daficiency. J. Clin. Endocrinol.
Metab., 75: 1022-1026, 1992.

89



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

INCA: Instituto Nacional do Cancer, Ministério da Saude. Estimativa da
incidéncia e mortalidade por cancer no Brasil. Rio de Janeiro:
INCA 2000.

INGLES, S.A;; ROSS, RK.; YU, M.C.; IRVINE, RA.: LA PERA, G.: HAILE,
R.W.; COETZEE, G.A. Association of prostate cancer risk with genetic
polymorphisms in vitamin D receptor and androgen receptor. J. Natl.
Cancer Inst., 89: 166-170,1997.

IRVINE, RA; YU, M.C.; ROSS, RK.; COETZEE, G.A. The CAG and GGC
microsatellites of androgen receptor gene are in linkage disequilibrium in
men with prostate cancer. Cancer Res., 55: 1937-1940,1995.

JAFFE, JM., MALKOWICZ, SB.: WALKER, AH.: MACBRIDE, S:
PESCHEL, R.; TOMASZEWSKI, J.; ARADALEM, K\V.: WEIN, A.J:
REBBECK, T.R. Association of SRD5A2 genotype and pathological
characteristics of prostate tumors. Cancer Res.,60: 1626-1630,2000.

JOHN, EM.; WHITTEMORE, AS.; WU, AH.; KOLONEL, L.N.; HISLOP,
T.G.; HOWE, G.R.; WEST, D.W.; HANKIN, J.: DREON, D.M.: TEH,
C.Z Vasectomy and prostate cancer: results from a multiethnic case-
control study. . J. Natl. Cancer Inst.,87:662--669,1995.

KAZEMI-ESFARJANI, P.; TRIFIRO, M.A; PINSKY, L. Evidence for a
repressive function of the long polyglutamine tract in the human
androgen receptor: Possible pathogenic relevance for the (CAG).-
expanded neuropathies. Hum. Molec. Genet., 4: 523-527 1995.

KIRBY, R. & CHRISTMAS, T. — Benign Prostatic Hyperplasia. Hong
Kong, Wolfe, 1993. 107p.

90



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

KOLONEL, L.N.; NOMURA, A M.; COONEY, R.V. Dietary fat and prostate
cancer: current status. J. Natl. Cancer Inst., 91: 414-428,1999.

KOLONEL, L.N. Nutrition and prostate cancer. Cancer Causes Control, 7:
83-94,1996.

KATZ, M.D.; CAl, L.Q.; ZHU, Y.; HERRERA, C.; DEFILLORICART, M;
SHACKELETON, H.L.; IMPERATO-MCGINLEY, J. The biochemical and
phenotipic characterization of females homozygous for 5«-reductase
deficiency. J. Clin. Endocrinol. Metab., 80: 3160-3167,1995.

KRIEG, M.; NASS, R.; TUNN, S. Effect of aging on endogenous level of 5a-
dihydrotestosterone, testosteroe, estradiol, and estrone in epithelium

and stroma of normal and hyperplastic human prostate. J. Clin.
Endocrinol. Metab., 77: 375-381,1993.

KRIEGER, H.; MORTON, N.E.;: MI, M.P.; AZEVEDO, E.; FREIRE-MAIA, A.;
YASUDA, N. Racial admixture in north-eastern Brazil. Ann. Hum.
Genet., 29:113-125,1965.

KRISTENSEN, V.N.; HARALDSEN, E.K; ANDERSON, KB.; LONNING,
P.E.; ERIKSTEIN, B.; KARESEN, R., GABRIELSEN, S.0;
BORRESEN-DALE, AL CYP17 and breast cancer risk. the
polumorphism in the 5 flanking area of the gene does not influence
binding to Sp-1. Cancer Res., 59: 2825-2828,1999.

KRITHIVAS, K.; YURGALEVITCH, S.M.; MOHR, B.A; WILCOX, C.J,;
BATTER, S.J.; BROWN, M. LONGCOPE, C.; MCKINLAY, JB;
KANTOFF, P.W. Evidence that CAG repeat in the androgen receptor
gene is associated with the age-related decline in serum androgen
levels in men. J. Endocrinol., 162: 137-142,1999.

91



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

KRSTEV, S.; BARIS, D.; STEWART, P.; DOSEMICI, M.; SWANSON, G.M.;
GREENBERG, R.S. SCHOENBERG,J.B.; SCHWARTZ, A.G.; LIFF,
J.M.; HAYES, R.B. Occupational risk factors and prostate cancer in U.S.
blacks and whites. Am. J. Ind. Med., 34: 421-430,1998.

LANDRY, G.L. & PRIMOS, W.A. Anabolic steroids abuse. Adv. Pediatr.,
37: 185-205,1990.

LANGE, E.M.; CHEN, H.; BRIERLEY, K ; LIVERMORE, H.; WOJNO, K.J;
LANGEFELD, C.D.; LANGE, K; COONEY, KA. The polymorphic exon
1 androgen receptor CAG repeat in men with a potential inherited
predisposition to prostate cancer. Cancer Epidemiol. Biomarkers
Prev., 9: 439-442 2000.

LOOKINGBILL, P.D.; DEMERS, LM.; WANG, C.; LEUNG, A;
RITTMASTER, R.S.; SANTEN, R.J. Clinical and biochemical
parameters of androgen action in normal healthy Caucasian versus
Chinese subjects. J. Clin. Endocrinol. Metab., 72: 1242-1248,1991.

LOPEZ-OTIN, C. & DIAMANDIS, E.P. Brest and prostate cancer: an
analysis of common epidemiological, genetic, and biochemical features.
Endocr. Rev., 19: 365-396,1998.

LU, J. & DANIELSEN, M. A Stu | polymorphism in the human androgen
receptor gene (AR). Clin. Genet., 49: 323-324,1996.

LUBAHN, D.B..BROWN, T.R; SIMENTAL, J.A; HIGGS, H.N.; MIGEON,
C.J.; WILSON, E.M; FRENCH, F.S. Sequence of the intron/éxon
junctions of the coding region of the human androgen receptor gene and
identification of a point mutation in a family with complete androgen
insensitivity. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 9534-9538,19889.

92



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

LUMEY, LH,; PITTMAN, B., ZANG, E.A; WYNDER, E.L.; Cigarrette
smoking and prostate cancer. No relation with six measures of lifetime

smoking habits in a large case-control study among U.S. whites.
Prostate, 33. 195-200,1997.

LUMEY, LH.; PITTMAN, B.; WYNDER, E.L. Alcohol use and prostate
cancer in U.S. whites: No association in a confirmatory study. Prostate,
36: 250-255,1998.

LUNN, R.M; BELL, D.A.; MOHLER, J.L.; TAYLOR J.A. Prostate cancer risk
and polymorphism in 17c hydroxylase (CYP17) and steroid reductase
(SRD5A2). Carcinogenesis, 20:1727-1731,1999.

MACKE, J.P.; HU, N.; HU, S.; BAILEY, M., KING, V.L.; BROWN, T
HAMER, D.; NATHANS, J. Sequence variation in the androgen receptor
gene is not a common determinant of male sexual orientation. Am. J.
Hum. Genet., 53: 844-852,1993.

MacMAHON, B.; TRICHOPOULOUS, D.; COLE, P.; BROWN, J. Cigarrette
smoking and urinary estrogens. N. Engl. J. Med., 307: 1062-1065,1982.

MAKRIDAKIS, N.; ROSS, R.K; PIKE, M.C.; CHANG, L.; STANCZYK, F.Z;
KOLONEL, L.N.; SHI, CY.,; YU, MC. HENDERSON, B.E;
REICHARDT, J.KV. A prevalent missense substitution that modulates
activity of prostatic steroid Sa-reductase. Cancer Res., 57:1020-
1022,1997.

MAKRIDAKIS, N.M. & REICHARDT, JKV. Kinetic and biochemical
characterization of naturally occurring variants of the steroid 5a-
reductase type Il (SRD5A2) gene. Am. J. Hum. Genet., 63: Supl,
2158,1998.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

MAKRIDAKIS, N.M.; ROSS, RK; PIKE, M.C.; CROCITTO, L.E;
KOLONEL, L.N.; PEARCE, C.L.; HENDERSON, B.E.; REICHARDT,
J.KV. Association of mis-sense substitution in SRD5A2 gene with
prostate cancer in African-American and Hispanic men in Los Angeles,
USA. Lancet, 354: 975-978,1999

MAKRIDAKIS, N.M.; DI SALLE, E.; REICHARDT, J.K. Biochemical and

pharmacogenetic dissection of human steroid 5alpha-reductase type |l
Pharmacogenetics, 10:407-413,2000.

MOGHISSI, E.; ABLAN, F.; HORTON, R. Origin of plasma androstenediol
glucoronide in men. J. Clin. Endocrinol. Metab., 59: 417-421,1984.

MORISSETTE, J.; DUROCHER, F.; LEBLANC, J.F.; NORMAND, T;
LABRIE, F.; SIMARD, J. Genetic linkage mapping of the human steroid
Sa-reductase type 2 gene (SRD5A2) close to D28352 on chromosome
region 2p23—p22. Cytogen. Cell Genet., 73: 304-307,1996.

MORRISON, N.A; Ql, J.C; TOKITA, A; KELLY, P.J; CROFTS, L;
NGUYEN, T.V.:. SAMBROOK, P.N.; EISMAN, J.A Prediction of bone
density from vitamin D receptor alleles. Nature, 367: 284-287,1994.

NAM, R.K;; TOI, A.; VESPRINI, D.; HO, M.; CHU, W.; HARVIE, S.; SWEET,
J.; TRACHTENBERG, J.; JEWETT, MA. NAROD, S A V89L
polymorphism of type-2, 5-alpha reductase enzyme gene predicts
prostate cancer presence and progression. Urology,57:199-204,2001.

NETTO, NR. - Hiperplasia Benigna Prostatatica. In
- Urologia Pratica. 4ed. Sao Paulo,

Atheneu,1999. p.81-98.

94



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

NOMURA, A.; HEILBRUN, L.K; STEMMERMANN, G.N.; JUDD, H.L.
Prediagnostic serum hormones and the risk of prostate cancer. Cancer
Res., 48: 3515-3517,1988.

NOMURA, AM.; STEMMERMANN, G.N.; CHYOU, P.H.; HENDERSON,
B.E.; STANCZYK, F.Z. Serum androgens and prostate cancer. Cancer
Epidemiol. Biomarkers Prev., 5: 621-625,1996.

NOMURA, AM.; ZIEGLER, R.G.; STEMMERMANN, G.N.; CHYOU, P.H,;
CRAFT, N.E. Serum micronutrients and upper aerodigestive tract
cancer. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev.,6:407-412,1997.

PARIS, P.L; WITTE, J.S.; KUPELIAN, P.A;; LEVIN, H.; KLEIN, EA;
CATALONA, W.J.; CASEY, G. Identification and fine mapping of a
region showing a high freugency of allelic imbalance on chromossome
16923.2 that corresponds to a prostate cancer susceptibility locus.
Cancer Res., 60, 3645-3649,2000.

PEELING, W.B. & GRIFFITHS, K. — Endrocrine treatment of prostaic
diseases. In : The Prostate. London, Butterworth & Co.,1986. p.188-
207.

PICADO-LEONARD, J. & MILLER, W. L. Cloning and Sequence of the
human gene for P450c17 (steroid 17 -hidroxylase/17,20 lyase):
similarity with the gene for P450c21. DNA, 6:439-448,1987.

PLATZ, E.A.. GIOVANNUCCI, E.; DAHL, D.M.; KRITHIVAS, K
HENNEKENS, C.H.; BROWN, M.; STAMPFER, M.J.; KANTOFF, P.W.
The androgen receptor gene GGN microssatellite and prostate cancer
risk. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 7: 379-384,1998.

95



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

PLATZ, EA; RIMM, EB.; WILLETT, W.C.; KANTOFF, P.W.;
GIOVANNUCCI, E. Racial variation in prostate cancer incidence and in
hormonal system markers among male health professionals. J. Natl.
Cancer Inst., 92:2009-2017, 2000.

POLLITZER, W.S.; AZEVEDO, E.S.; BAREFOOT, J. LIMA, AM.;
CARVALHO, R.D.; SANTOS, M.I.; EULALIO, M.C. Characteristics of a

population sample of Jacobina, Bahia, Brazil. Hum. Biol., 54: 697-
707,1982.

POUR, P. Prostatic cancer induced in MCR rats by N-nitrosobis (2-
oxopropyl)amine and N-nitrosobis (2-hydroxypropyl)amine.
Carcinogenesis, 4. 49-55,1983.

RAO, A. & CRAMES, S.D. Identification of a polymorphism in the ARE |
region of PSA promoter. Proc. Am. Assoc. Cancer Res., 40: 65,1999

REBBECK, T.R.; WALKER, A.H.; ZEIGLER-JOHNSON, C.; WEISBURG,
S.; MARTIN, A.M.; NATHANSON, K.L.; WEIN, A J.; MALKOWICZ, S.B.
Association of HPC2/ELAC2 genotypes and prostate cancer. Am. J.
Hum. Genet., 67:1014-1019,2000.

REICHARDT, J.K;; MAKRIDAKIS, N.; HENDERSON, B.E.; YU, M.C.; PIKE,
M.C.; ROSS, R.K. Genetic variability of the human SRD5A2 gene:
implications for prostate cancer risk. Cancer Res., 55:3973-3975,1995.

REICHARDT, J.KV. GEN GEN: the genomic genetic analysis of androgen-

metabolic genes and prostate cancer as a paradigm for the dissection of
complex phenotypes. Front Biosci., 4: 596-600,1999.

96



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

RHEAUME. E.; SIMARD, J.; MOREL, Y.; MEBARKI, F.; ZACHMANN, M.
FOREST, M.G.; NEW, M.I;; LABRIE, F. Congenital adrenal hyperplasia
due to point mutations in the type Il 3 beta-hydroxysteroid
dehydrogenase gene. Nat. Genet.,1:239-345,1992.

ROSS, RK.; BERNSTEIN, L.; LOBO, R.A;; SHIMIZU, H.; STANCZYK, F.Z;
PIKE, M.C.; HENDERSON, B.E. 5-alpha-reductase activity and risk of
prostate cancer amog Japanese and US white and black males. Lancet,
339: 887-889,1992.

ROSS, R.K; BERNSTEIN, L; JUDD, H.; HANISCH, R.; PIKE, M;
HENDERSON, B. Serum testosterone levels in healthy young black and
white men. J Natl. Cancer Inst., 76: 45-48,1986.

ROSS, R.K; COETZEE, G.A; REICHARDT, J.; SKINNER, E;
HENDERSON, B.E. Does the racial-ethnic variation in prostate cancer
risk have a hormonal basis? Cancer (Phila.), 75: 1778-1782,1995.

ROSS, RK; PIKE, M.C.; COETZEE, G.A.; REICHARDT, JKV; YU, M.C;
FEIGELSON, H.; STANCZYK, F.Z.; KOLONEL, L.N.; HENDERSON,
B.E. Androgen metabolism and prostate cancer: Establishing a model of
genetic susceptibility. Cancer Res., 58: 4497-4504,1998.

ROSS, RK.; COETZEE, GA.; PEARCE, C.L.. REICHARDT, JKV.:
BRETSKY, P.; KOLONEL, L.N.; HENDERSON, B.E.; LANDER, E;
ALTSHULER, D.; DALEY, G. Androgen metabolism and prostate
cancer: Establishing a model of genetic susceptibility. Eur. Urol., 35:
355-361, 1999.

RUSSEL, DW. & WILSON, J.D. Steroid Sa-reductase: two genes/ two
enzymes. Annu. Rev. Biochem., 63: 25-61,1994.

97



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

SAIKI, R.K.; GELFAND, D.H.; STOFFEL, S.; SCHARF, S.J.; HIGUCHI, R;
HORN, G.T.; MULLIS, KB.; ERLICH, H.A. Primer-Directed enzimatic
amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase. Science,
239: 487-491,1989.

SANTNER, S.J.; ALBERTSON, B.; ZHANG, G.Y.; ZHANG, G.H;
SANTULLI, M.; WANG, C.; DEMERS, LM.; SHACKLETON, C;
SANTEN, R.J. Comparative rates of androgen production and
metabolism in Caucasian and Chinese subjects. J. Clin. Endocrinol.
Metab., 83: 2104-2109,1998.

SARTOR, O.; ZHENG, Q; EASTHAM, J. Androgen receptor gene CAG
repeat length varies in a race-specific fashion in men without prostate
cancer. Urology, 53: 378-380,1999.

SCHAID, D.J.; McDONNEL, S.K; BLUTE, M.L.; THIBIDEAU, S.N. Evidence
for autossomal dominant inheritance of prostate cancer. Am. J. Hum.
Genet., 62: 1425-1438,1998.

SCHNEIDER, S.; KUEFFER, J.M.; ROESSLI, D.; EXCOFFIER, L: Software
ARLEQUIN ver.1.1: A software for population genetics data analysis.

Genetics and Biometry Laboratory, University of Geneva, 1997,

SCHWARZ, G.G. & HULKAB.S Is vitamin D deficiency a risk factor for
prostate cancer ? (Hypothesis). Anticancer Res., 10: 1307-1311,1990.

SEVERSON, RK.;; GROVE, J.S., OMURA, AM.; STEMMERMAN, G.N.

Body mass and prostatic cancer: a prospective study. BJM., 297: 713-
715,1988.

98



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

SHIMIZU, H.; ROSS, R.K; BERNSTEIN, L. Underestimation of the
incidence rate of prostate cancer in Japan. Jpn. J. Cancer Res., 82
483-485,1991.

SHIMIZU, Y.; KATO, H.; SCHULL, W.J. Risk of prostate cancer among
atomic bomb survivors. J. Radiat. Res., 2: 54-63,1991.

SIEMIATYCKI, J.; KREWSKI, D.; FRANCO, D.; KAISERMAN, M.
Associations between cigarrette smoking and each of 21 types of
cancer: a multi-site case-control study. Int, J. Epidemiol., 24: 504-
514,1995.

SLEDDENS, H.F.B.M.; OOSTRA, B.A.; BRINKMANN, A.O.; TRAPMAN, J.
Trinucleotide (GGN) repeat polymorphism in the androgen receptor

gene. Hum. Mol. Genet., 2: 493,1993.

SMITH, J.R; FREWNE, D.; CARPTEN, J.D.;, GRONBERG, H.; XU, J,
ISAACS, S.D.; BROWNSTEIN, M.J. Major susceptibility locus for
prostate cancer chromossome 1 suggested by genome-wide search.
Science, 274: 1371-1374,1996.

STANFORD, J.L.; JUST, J.J;; GIBBS, M.; WICKLUND, KG.; LEAL, C.L,
BLUMENSTEIN, B.A.;, OSTRANDER, E.A. Polymorfic repeats in the

androgen receptor gene: Molecular markers of prostate cancer risk.
Cancer Res., 57: 1194-1198,1997.

SUAREZ, B.K;; LIN, J.; BURMEISTER, J.K.; BROMAM, KW.; WEBER, J.L,,
BANARJEE, T.K; GODDART, KAB.; WITTE, J.S.; ELSTON, R.C;
CATALONA, W.J. A genome screen of multiplex prostate cancer
sibships. Am. J. Hum. Genet., 66: 933-944 2000.

99



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

TAVTIGIAN, S.\V.; SIMARD, J; LABRIE, F.; SKOLNICK, MH.;
NEUHAUSEN, S.L.; ROMMENS, J.: CANNON‘ L.A. A strong candidate
prostate cancer predisposition gene at chromossome 17p. Am. J. Hum.
Genet., (suppl 67): 7,2000.

TAYLOR, J.A.; HIRVONEN, A.; WATSON, M.; PITTMAN, G.; MOHLER,
J.L.; BELL, D.A. Association of prostate cancer with vitamin D receptor
gene polymorphism. Cancer Res., 56: 4108-4110,1996.

TEMPLETON, A.R. Human races: a genetic and evolucionary perspective.
American Anthropologist, 100: 632-650, 1998.

TSITOURAS, P.D.; MARTIN, C.E.; HARMANS .M. Relationship of serum
testosterone to sexual activity in healthy elderly men. J. Gerontol., 37:
288-293,1982.

WADELIUS., M.A.; ANDERSSON, S.0.; JOHANSSON, J.E.: WADELIUS,
C.. RANE, A Prostate cancer associated with CYP17 genotype.
Pharmacogenetics, 9: 635-639,1999.

WHITTEMORE, AS.; KOLONEL, LN; WU, AH.; JOHN, E.M;
GALLAGHER, R.P.; HOWE, G.R.; BURCH, J.D.; HANKIN, J.; DREON,
D.M.; WEST, D.W. Prostate cancer in relation to diet, physical activity,
and body size in blacks, whites, and Asians in the United States and
Canada. J. Natl. Cancer Inst., 87: 652-661,1995.

WHITTEMORE, A.S;; LIN, 1.G.; OAKLEY-GIRVAN, |.; GALLAGHER, R.P.:
HALPERN, J.; KOLONEL, L.N.; WU, A H.; HSIEH, C.L. No evidence of
linkage for chromossome 1g42.2-43 in prostate cancer. Am. J. Hum.
Genet., 65: 1416-1424 1999.

100



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

WILSON, J.D.; GRIFFIN, J.E; RUSSEL, D.W. Steroid 5a-reductase
deficiency. Endocr. Rev., 14: 577-593,1993.

WOODALL, AA; LEE, SW.; WEESIE, R.J.; JACKSON, M.J.; BRITTON, G.
Oxidation of carotenoids by free radicals: relationship between structure
and reactivity. Biochim. Biophys. Acta, 1336:33-42,1997.

WU, AH.;, WHITTEMORE, AS.; KOLONEL, L.N.; JOHN, EM:
GALLAGHER, R.P.;; WEST, D.W.; HANKIN, J.: TEH, C.Z.; DREON,
D.M.; PAFFENBARGER, R.S. Serum androgens and sex hormone-
binding globulins in relation to lifestyle factors in older African-American,
white, and Asian men in the United States and Canada. Cancer
Epidemiol. Biomarkers Prev., 4:735-741,1995.

XU, J.; MEYERS, D.A;; FREWJE, D.; ISAACS, S.D.; WILEY, K.; NUSSKERN,
D.; EWING, C.; WILKENS, E.; BUINOVSZKY, P.; BOVA G.S.; WALSH,
P.C.; ISAACS, W.B.; SCHLEUTKER, J.; MATIKAINEN, M.; TAMMELA,
T.; VISAKORPI, T.; KALLIONIEMI, O.P.; BERRY, R.; SCHAID, D.;
FRENCH, A.; McDONNEL, S.; SCHROEDER, J.; BLUTE, M;
THIBODEAU, S.; GRONENBERG, H.; EMANUELSSON, M.; DAMBER,
J.E;; BERGH, A; JONSSON, B.A; SMITH, JR; WILSON, JB.
CARPTEN, J.D.; STEPHAN, E.; GILLANDERS, E.; AMUNDSON, | ;
KAINU, T.; LUTZ, D.F.; BONNIE, AB.; AUCKEN, AV.; SO0OD, R;
COLLINS, F.; BROWSTEIN, M.; TRENT, J. Evidence for a prostate
cancer susceptibility locus on X chromossome. Nat. Genet., 20: 175-
179,1998.

XUE, W.; IRVINE, RA; YU, M.C.; ROSS, RK.; COETZEE, G.A.; INGLES,
S.A. Susceptibility to prostate cancer: interaction between genotypes at
the androgen receptor and prostate-specific antigen loci. Cancer Res.,
60: 839-841,2000.

101



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Marcelo Lima Ribeiro

YEE, C.J.; ROODI, N.; VERRIER, C.S.; PARL, F.F. Microsatellite instability
and loss of heterozygosity in breast cancer. Cancer Res., 54:
1641,1994.

YU, H.; HARRIS, R.E;; WYNDER, E.L. Case-control study of prostate
cancer and socioeconomics factors. Prostate, 13: 317-325,1988.

YU, H.; BHARAJ, B.; VASSILIKOS, E.J.K; GIAl, M.; DIAMANDIS, E.P.
Shorter CAG repeat length in androgen receptor gene is associated with

more aggressive forms of breast cancer. Breast Cancer Res. Treat.,
59: 153-161,2000.

102



[X- ANEXOS




ANEXO 1 Marcelo Lima Ribeiro

Parecer do Comité de Etica

104



0 FACULDADE DE CENCAS MEDICAS
\\ ,’ COMITE DE ETICA EM PESQUISA
S

B4 Caixa Postdl &1

e . 12083-970 Campinas-S.P.
'.\' ® O __ 197888936
L ]
fax O __ 12 7868925
UNICAMP sl ity

PARECER PROJETO: N° 47/99

FIDENTIFICACAC:

PROJETO: PCLIMORFISMOS DOS GENES DO RECEFTOR DE ANDROGENO E DA
5 ALFA REDUTASE TIPO | EM INDNMIDUOS DO SEXO MASCULING.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof.a Dr.a Christine Hackel

INSTITUIGAO: Departamento de Genética Médica FCM UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 18-05-29

- OBJETVOS

Determinar as freqgiiéncias dos polimorfismos dos genes do receptor de andrégenos e

da enzima 5 aifa redurase tipo Il em adultos de sexo masculine da populagéo miscigenada do
Estado de Sdo Paule.

- SUMARIO DO PROJETO

Seréo coletadas amostras de sangue de pelo menos 200 individuos aduitos do sexo
masculine, com idade inferior a 45 anos, dentre candidatos a doagdo de sangue, que
concordem em participar do estudo. Seré redlizada a extragéo de DNA dessas amostras e

serd fetto o estudo de microsatéiites CAG e GGC do exon A do gene AR pela Reagdo em
Cadeia da Polimerase guente.




V- COMENTARIOS DOS RELATORES

A metodologic é adequada e bem elaborade, cssim come as condigdes de readlizagdo do
estudo. O projeto apresenta boa estrutura de protocole e tem justificativa adequada. O

estudo segue os principios éticos e apresenta o Terme de Consenfimento Livre e
Esclarecido.

V- PARECER CEP

O Comité de Etica em Pesauisc da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
cpbs acctar os pareceres dos membro-relatores previamente designados para o presente
caso e atendende todos os dispositivos das Resolugdes 196/2C e 251/97, bem como ter
cprovade os fermos do Consentimento Livre e Eszclarecido, assim como fodos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesqguisa supracitado.

Vi- HOMOLOGAC}AO
A ser homologado na | Reunido Extraordindria de 1& de abril de 2.00C.

A mﬁ 2?‘ Mu}
r. SEBASTIAD ARAUJIO

FCM 7/ UNICAMP




ANEXO 2 Marcelo Lima Ribeiro

L T e 5 e 2 e e e T - ar: T AT

Artigo submetido ao Brazilian Journal of
Medical and Biological Research.

107



ANEXO 2 Marcelo Lima Ribeiro

Allelic frequencies of six polymorphic markers for

prostate cancer risk.

Marcelo L. Ribeiro’, Andrey dos Santos', Andréa B. Carvalho-Salles®, Christine

Hackel'?

'Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética, “Departamento de Genética
Médica, Faculdade de Ciéncias Médicas, CP 6111 Universidade Estadual de
Campinas, 13081-970, Campinas, SP, Brasil, >Hemocentro de Sao José do Rio

Preto, SP, Brasil.

Research supported by FAPESP [99/4512-7 (MLR) and 00/04251-8 (AS)]

Send Correspondence to:

CHRISTINE HACKEL

Departamento de Genética Médica, CP 6111
FCM/UNICAMP

13081-970 Campinas, SP, BRAZIL

Phone: 55-19-3788-1145 Fax 55-19-3788-1089

e-mail: hackel@unicamp.br

Running title: Allelic frequencies of markers for prostate cancer

Key words: Prostate cancer, Polymorphisms, AR, SRD5A2, CYP17

108



ANEXO 2 Marcelo Lima Ribeiro

Abstract

There is evidence to support the hypothesis of hormonal etiology of prostate
cancer involving androgen action. Testosterone is synthesized from cholesterol by
a series of reactions involving cytochrome P450 enzymes and is converted to
dihydrotestosterone (DHT), a more potent androgen, by Sca-reductase type 2
(SRD5A2) in many androgen-dependent target tissues. DHT binds to androgen
receptor (AR), and the DHT-AR complex transactivates a number of genes with
AR-responsive elements. In the steroid metabolic pathway, the enzyme coded by
the CYP17 gene is the rate-limiting step in androgen biosynthesis. The aim of this
study was to evaluate the distribution of polymorphisms for the AR (CAG, Stu |,
GGN), SRD5A2 (Ala49Thr, Val89Leu) and CYP17 (MspA1) genes that are
considered of relevance for prostate cancer risk, among 200 individuals from two
cities of the Sao Paulo state, by PCR, PCR-RFLP and ASOH techniques. Our data
shows that the allelic frequencies of these markers are very similar to those
described in North American and European populations. Thus, the prostate cancer
genetic risk factors that are considered of relevance in most populations can also
be taken into account in Brazilian urban populations, where significant

contributions from European and African gene pools can be found.
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Introduction

In Brazil some 20.820 men will be diagnosed with prostate cancer this year
alone and 7.320 men will die of the disease (1). In fact, prostate cancer is the third
most common cancer in incidence among men in this country. Studies of risk
factors such as occupation, diet, smoking, alcohol and sexual activity are still
inconclusive (2-5). However, age, ethnicity and family history clearly affect the risk
of prostate cancer (6).

There is evidence to support the hypothesis of hormonal etiology of prostate
cancer involving androgen action (7-9). Androgen is required for differentiation and
growth of the prostate in utero and at puberty (9). Testosterone is synthesized from
cholesterol by a series of reactions involving cytochrome P450 enzymes.
Testosterone is converted to dihydrotestosterone (DHT), a more potent androgen,
by Sa-reductase type 2 with NADPH as the cofactor in many androgen-dependent
target tissues. DHT binds to androgen receptor (AR), and the DHT-AR complex
transactivates a number of genes with AR-responsive elements. These events
ultimately result in cell division in the prostate (10).

In the steroid metabolic pathway, the cytochrome P450c17a (CYP17) gene
Is the rate-limiting step in androgen biosynthesis. The CYP77 gene maps to
chromosome 10g24.3 (12) and encodes the cytochrome P450c17a enzyme which
catalyses steroid 17a-hydroxylase/17,20 lyase activities. A T—C transition

polymorphism creates an additional Sp1-type (CCACC box) promoter site,
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suggesting that this variant (A2 allele) may have an increased rate of transcription
(13).

The AR gene, located at chromosome Xq11-12, encodes the androgen
receptor, a ligand-activated transcription factor that mediates the androgenic
response and stimulates the expression of genes associated with the differentiated
phenotype of the prostate, such as prostate-specific antigen (PSA) (14). The large
exon 1, that encodes the transactivation domain, contains a highly polymorphic
CAG microsatellite, a Stu | single nucleotide polymorphism at codon 211 (G1733A)
and a less polymorphic GGN repeat (15,18).

In transfection experiments, the CAG repeat length correlates inversely and
linearly with transcriptional transactivation activity, suggesting that a long
polyglutamin chain interferes with AR function (17,18). It has been shown that
shorter AR gene repeat lengths are related to a higher risk of prostate cancer
development or progression (19-22). The effect of the length of the second AR
gene microsatellite, consisting of GGN repeats encoding polyglicine, is unknown.
However, Platz et al. (23) speculated that 23 repeats might represent the coding
sequence for optimal AR protein conformation and activity. A deviation in repeat
number in either direction away from the mean may represent slightly diminished
AR activity. The Stu | polymorphism allows the identification of two alleles (S1/S2),
for which an association with increased risk of prostate cancer has been
investigated (7).

The cloning and characterization of the Sa-reductase type Il gene (SRD5A2,

mapped at 2p23) allowed the description of extensive genetic polymorphisms in
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this gene (24,25). A valine to leucine polymorphism at codon 89 (Val89Leu) has
been reported, with the leucine allele (Leu) associated with lower steroid 5c-
reductase activity. Since the leucine allele would lead to lower levels of
intraprostatic DHT, a protective effect towards prostate cancer has been suggested
(25). Another variant that changes an alanine to a threonine at amino acid 49
(Ala49Thr) was correlated with an increase in 5a-reductase activity (26) and an
association of the threonine allele (Thr) with prostate cancer risk has been reported
(27).

In the present study, we have determined the frequencies of aforementioned
polymorphisms among 200 individuals from two cities of the Sao Paulo state, in

order to evaluate the genotypic distribution of these prostate cancer markers.

Material and methods

Polymorphisms of the AR, SRD5A2 and CYP17 genes were analyzed in
DNA samples of 200 blood donors from Hematology-Hemotherapy Center of the
State University of Campinas (n=118; x=36.67 and sd=9.76) and Hematology-
Hemotherapy Center of the State University of Sao Jose do Rio Preto (n=82: x=39
and sd=9.10). All individuals were included in this study after given informed
written consent.

Information about the ancestors of all individuals investigated was obtained
in order to characterize the ethnic composition of both samples. Among the blood

donors from Campinas, 61% (n=72) considered themselves White and 39% (n=46)
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were Black or referred parents or grandparents of Black ancestry. In the Sao Jose
do Rio Preto sample, 67.3% (n=56) were considered White and 31.7% (n=26) were
Black or reported Black ancestry. Neither the Sao Jose do Rio Preto individuals nor
those from Campinas reported Amerindian or Asian ancestry in the last two
generations.

Genomic DNA from leukocytes was used as template in polymerase chain
reaction (PCR). The fragment of the AR gene comprising the polymorphic CAG
repeat was amplified with sense and antisense primers according to Yee et al.
(28). The reaction was performed in 25ul total volume containing 50ng DNA, 20mM
Tris-HCI (pH8.4), 50mM KCI; 1.5mM MgCl;; 10mM of dNTP mixture (0.2mM
dATP+0.2mM dTTP+0.2mM dGTP+0.1mM dCTP); 20pmol each primer; 2.5 units
Tag DNA polymerase (Gibco-BRL) and 1uCi of [0~ P]JdCTP (10mCi/ml). The
amplification consisted in an initial 5 minutes denaturation step followed by 10
cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 55°C and 1 min at 72°C and of 25 cycles of 1 min
at 94°C, 1 min at 60°C and 1 min at 72°C. The PCR product was electrophoresed
on a 6% denaturing polyacrilamide DNA sequencing gel, and the length was
determined after comparison to standards derived from previously sequenced CAG
repeats. Gels were transferred to filter paper (Whatman 3MM), dried and exposed
to X-ray film for 16-20 hours.

The GGN amplification was conducted with the sense and antisense primers
described by Sleddens et al. (16). Reaction conditions were as described above
with following modifications: 10mM of dNTP mixture (0.2mM dATP+0.2mM

dTTP+0.1mM dCTP+1mM total with 3:1 mixture of 7-deaza-dGTP:.dGTP) and 5%
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of DMSO. Termocycling consisted of 12 minutes at 95°C, 21 cycles of 1 min at
96°C, 1 min at 64°C and 1 min at 72°C, followed by a touchdown reduction of
annealing temperature 0.5°C by cycle until 54°C and 25 cycles with annealing
temperature at 54°C. After electrophoresis and exposition to X-ray film, the length
was determined by comparison with previously sequenced GGN repeats

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) analysis was
used to identify the S1/S2 alleles of the Stu | polymorphism. A 416bp DNA
fragment was amplified with the primers reported by Lu and Danielsen (29). The
PCR consisted of an initial 5 minutes denaturation step followed by 35 cycles of 1
minute at 94°C, 1 minute at 62°C and 1 minute at 72°C. The presence of an A at
base 1733 (S2 allele) results in a Stu | site, which is abolished on the S1 allele.
The PCR fragments were digested with Stu | for 2 hours at 37°C and the digestion
products were separated on 1.5% agarose gel electrophoresis. Specific digestion
products consisted of 416bp and 329/87bp for the S1 and S2 genotypes
respectively.

The CYP17 A1/A2 alleles were detected by RFLP analysis of 629bp DNA
fragments amplified by PCR (35 cycles, annealing temperature of 58°C) with the
primers described by Lunn et al. (30). The A2 allele can be identified by the
presence of a second MspA1 site created by the T—C substitution. The PCR
fragments were digested with MspA1 for 2 hours at 37°C and the digestion
products were separated on 3.0% Agarose 1000 (Gibco-BRL) gel electrophoresis.
Specific digestion products consisted of 577; 577/ 305 and 272; 305/ 272bp

fragments for the A1/A1, A1/A2 and A2/A2 genotypes respectively. A 52 bp

114



ANEXO 2 Marcelo Lima Ribeiro

fragment was present in all samples due to an invariant MspA1 site that served as
an internal control for complete digestion.

PCR-RFLP was also used to identify the Val89Leu alleles of the SRD5A2
gene. A pair of primers was used to produce a 369bp DNA fragment (31) after 35
cycles of PCR with an annealing temperature of 65°C. The presence of a G at
base 296 (Val allele) creates a Rsa | site, which is absent on the Leu allele. The
PCR fragments were digested with Rsa | for 2 hours at 37°C and the digestion
products were separated on 3.0% Agarose 1000 (Gibco-BRL) gel electrophoresis.
Specific digestion products consisted of 169/ 106/ 73 and 21; 169/ 106/ 94/ 73 and
21; 169/ 106 and 94bp fragments for the Val/Val, Val/Leu and Leu/Leu genotypes
respectively.

The SRD5A2 Ala49Thr alleles were analyzed by PCR-ASOH (Allele-Specific
Oligonucleotide Hybridization). A 309bp DNA fragment was amplified with a pair of
primers described by Makridakis et al. (27), after 35 cycles of PCR with an
annealing temperature of 55°C. The selected probes (ALA49-
CTACCCGCCTGCCAGCCC and THR49-CTACCCGCCTACCAGCCC) were
labeled with y[*?PdATP] and used to identify the Ala49Thr alleles. The THR49
oligonucleotide was used as a sense primer to produce PCR fragments containing

the G—A substitution, in order to provide a positive control for this rare allele.
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Statistical Analysis

The allelic frequencies of polymorphisms involving the autosomal genes
were calculated by gene counting. The goodness of fit to the Hardy-Weinberg
equilibrium as well as statistical analysis of differences between populations
samples were performed using the x‘? test. For the androgen receptor gene, the
distribution of the number of CAG and GGN repeats in both samples was
compared using the independent t test and haplotype frequencies were estimated
using the program ARLEQUIN (32).

Preliminary comparative analysis showed no differences concerning
ancestor’s origin, in both samples. Since Brazilian population is known to be highly

miscigenated, further comparisons were not adjusted by ethnic background

Results

The number of AR gene CAG repeats varied from 11 to 27 among blood
donors from Campinas and from 13 to 28 in the individuals from Sao Jose do Rio
Preto (Figure 1), with average numbers of 20.85 (sd=+ 2.61); 20.35 (sd=+ 2.85)
respectively. The distribution of CAG repeats was not significantly different (t=1.28;
p=0.20). The GGN repeat length varied from 16 to 27 (x=22.55 and sd=+ 1.33) in
the Campinas sample and from 10 to 27 (x=22.15 and sd=+ 2.47) among blood
donors from Sao Jose do Rio Preto (Figure 2), with no differences between these
two samples (t =1.48, p=0.14). The results concerning Stu | polymorphism
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analyses are shown in Table 1. No significant differences were found when S1/S2
allelic frequencies from both samples were compared (x?=3.10; p=0.08). Since
there were no differences for the androgen receptor gene markers in both samples,
these data were pooled together for haplotype analysis. Seventy-six haplotypes
were estimated and the most frequent ones (>4%) are shown on Table 2. When we
tested a possible association (linkage disequilibrium), the results were negative for
CAG and GGN repeats (p=0.14) as well as for CAG repeats and Stu |
polymorphism (p=0.27). Linkage disequilibrium was found between GGN repeats
and Stu | polymorphism (p=0.01),

In relation to the SRD5A2 gene, the G—A mutation that leads to the
Ala49Thr substitution has not been detected in the present study. The genotype
frequencies of SRD5A2 Val89Leu and CYP717 A1/A2 polymorphisms were
estimated in both population samples (Table 1). The distributions of SRD5A2 and
CYP17 genotypes were found in Hardy-Weinberg equilibrium for each sample.
However, the SRD5A2 Val89Leu genotypic frequencies were different between
both samples (x*=8.41; p=0.015), with a less than expected frequency of the
Val/Leu genotype in the Campinas sample. Although no differences were detected
when the allelic frequencies were compared (x* = 1.84, p= 0.17), the Val allele was
more frequent the Campinas sample (0.68) than in Sdo Jose do Rio Preto (0.60).

No differences were observed in relation to the genotypic distribution of the
CYP17 A1/A2 polymorphism (x?= 0.38, p=0.82) and identical allelic frequencies

were estimated (A1=0.66).
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Discussion

The “ethnic/racial” classification has been used by many authors to denote
origin by birth or descent rather than nationality. This is a difficult task, since
Brazilian population in general and especially that of the southeastern region has a
high degree of admixture, even in the so-called “white” individuals where a
significant contribution of Amerindian and African matrilineages has been
demonstrated (33).

According to Templeton (34) human races do not exist under the traditional
concept of a subspecies as being a geographically circumscribed population
showing sharp genetic differentiation. However, many traits and their underlying
polymorphic genes show independent patterns of geographical variation. As a
result some combination of characters will distinguish virtually every population
from all others. Thus, it is important to define the polymorphic spectrum of genes
that may be involved in cancer diseases in each population, to evaluate its
usefulness in the prediction of risk.

The six polymorphic markers evaluated in the present work showed a very
similar distribution in these two samples of Brazilian population. Hence, for further
comparisons these data were pooled together.

In relation to AR markers, the mean of CAG repeats (x=20.6) in the present
study is the lowest one among different populations, with a narrow range of
distribution (11 to 28 repeats), while the highest value (x=23) was reported in a

Chinese population sample (Table 3)(35-39). The GGN mean number of 22.4

118



ANEXO 2 Marcelo Lima Ribeiro

L e Gl aes

repeats in the Brazilian population is also lower than those found in North
American and Chinese populations (Table 3)(23,38). The allelic frequencies of Stu
| polymorphism (S1=0.2 and S2=0.8) were close to those reported by Lu and
Danielsen (28) (S1=0.13 and S2=0.87), in white North Americans.

Linkage disequilibrium between CAG and GGN repeats has been reported
by Platz et al. (24), but has not been detected by other authors (40,41) in male
base populations, as well as in the present data. The relevance of linkage
disequilibrium between GGN repeats and Stu | polymorphism, as observed in the
present work, has to be further evaluated in prostate cancer patients.

Concerning the SRD5A2 Val89Leu polymorphism, the observed allelic
frequencies do not differ from North American data (Table 4)(25,30,42,43). The
absence of the Thr49 allele of the same gene in our base population may be
related to the size sample, since allelic frequencies lower than 2.5% have been
previously reported in the so-called African and Latino North Americans (27). It is
noteworthy to mention that a frequency of 3.5% for the Thr49 allele has been
reported only in a sample of white North Americans prostate cancer patients (43),
suggesting that this allele may be of relevance for this disease.

The CYP17 A1/A2 allelic frequencies (Table 4)(30,44-46) are similar to
those described for a mixed North American population (30) and do not differ from
an European sample (44). On the other hand, striking differences are observed

concerning the reported frequencies from Swedish (x> = 7.73, p= 0.02) and

Japanese populations (3 = 18.93, p= 0.0001).
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To our knowledge, this is the first report concerning the frequencies of these
six polymorphic markers in South America, showing that the distributions of these
markers are very similar to those described in North American and European
populations, with a few exceptions. However, it should be noted that at least for
some these polymorphisms the Japanese/Chinese backgrounds can not be
ignored, and that there is still a lack of information regarding Amerindian
contribution. Thus, the prostate cancer genetic risk factors that are considered of
relevance in most populations can also be taken into account in Brazilian urban
populations, where significant contributions from European and African gene pools

can be found.
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Table 1 — Genotype distribution of AR, SRD5A2 and CYP17 polymorphisms.

Gene Campinas (%) SJ Rio Preto (%)
Genotypes
(Polymorphism) (n=118) (n=82)
AR S1 29 (24.57) 11 (13.41)
(StuT) S2 89 (75.43) 71 (86.59)
Val/Val 61 (51.69) 27 (32.93)
SRD5AZ
Val/Leu 40 (33.9) 44 (53.66)
(Val89Leu)
Leu/Leu 17 (14.41) 11 (13.41)
Al/Al 51 (43.22) 34 (41.46)
CYP17
Al/A2 53 (44.92) 40 (48.78)
(A1/A2)
A2/A2 14 (11.86) 8 (9.76)
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Table 2 — Estimated haplotype frequencies for the AR gene

i )
Haplotypes

CAG 66N Sful Frequencies

21 22 S2 0.085
20 23 52 0.065
22 23 52 0.045
21 23 S2 0.040
23 22 S2 0.040
24 22 S2 0.040
19 22 52 0.040

—_— 1
m
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