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A verdade de hoje é uma varidvel sujeita a evolu¢do do conhecimento,

sugerindo-nos humildade.

“E se os cientistas [...] acham que basta amontoar saber, a ciéncia pode se
transformar em aleijdo [...] Com o tempo, é possivel que vocés descubram
tudo o que haja por descobrir, e ainda assim o seu avango hd de ser apenas
um avangco para longe da humanidade. O precipicio entre vocés e a
humanidade pode crescer tanto que, ao grito alegre de vocés, grito de quem
descobriu alguma coisa nova, responda um grito universal

de horror.” — Galileu Galilei. In: Bertold Brecht. A vida de Galileu, 1939.
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RESUMO

Viarios estudos ja investigaram a associagdo do polimorfismo do coédon 72 de P53 (P53
Arg72Pro) a um risco aumentado para desenvolver cancer de bexiga, com resultados controversos.
Aproveitando a diversidade étnica da populacdo brasileira, nés genotipamos 94 individuos com
cancer de bexiga (76 homens e 18 mulheres; idade 21 — 96 anos; 67 +13 anos; 79 fumantes e 15 ndo
fumantes), que foram cuidadosamente pareados com 159 individuos controle (104 homens e 55
mulheres; idade 20 — 100 anos; 65 £21 anos; 33 fumantes e 126 ndo fumantes). A avaliacao levou
em conta exposi¢do ambiental, fatores alimentares, historia ocupacional, tabagismo, condic¢des
gerais de saude e doengas prévias. O genétipo Arg/Pro foi menos frequente na populagdo de
pacientes e conferiu um risco 44% menor de cancer de bexiga. A analise de regressao logistica
univariada também identificou sexo masculino (OR = 6,87, 95% CI = 3,78 — 12,5; P <0,001), idade
acima de 65 anos (OR =4,44, 95% CI =2,56 — 7,71; P < 0,001), e tabagismo (OR = 18,61, 95% CI
= 9,62 — 36,03; P < 0,001) como importantes fatores de risco para cancer vesical. No entanto, o
gendtipo P53 Arg72Pro desapareceu como um fator de susceptibilidade numa andlise de regressao
multivariada e univariada ajustada para sexo, idade e tabagismo, sugerindo que estava conectada a
um destes fatores na predisposi¢do ao cancer de bexiga. Além disto, uma andlise mais detalhada
revelou que o alelo Pro foi menos frequente em pacientes com >=65 anos (23, 88%) do que nos com
<65 anos (51,85%) (P = 0,009; P = 0,029). Todos os pacientes ¢ controles apresentaram o tipo
selvagem Pro no codon 47. Noés concluimos que P53 Arg72Pro pode nao constituir fator

independente, mas sim ligado a idade na susceptibilidade ao cancer vesical.
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ABSTRACT

Several studies have investigated the association between P53 Arg72Pro and an increased
risk of developing bladder tumors, with controversial results. Taking advantage of the high
admixture rates in the Brazilian population, we genotyped 94 bladder cancer patients (76 males and
18 females; aged 21 — 96 years old; 67 + 13 years old; 79 smokers and 15 nonsmokers) carefully
paired with 159 controls (104 males and 55 females; aged 20 — 100 years old; 65 + 21 years old; 33
smokers and 126 nonsmokers) with respect to environmental exposure, diet routine, lifetime
occupational history, smoking history, general health conditions, and previous diseases. Arg/Pro
genotype was under-represented in the patient population, and conferred a 44% lower risk of bladder
cancer. Univariate logistic regression analysis also identified male sex (OR = 6,87, 95% CI = 3,78 —
12,50; P < 0,001), age over 65 years (OR = 4,44, 95% CI = 2,56 — 7,71; P < 0,001), and smoking
habits (OR = 18,61, 95% CI = 9,62 — 36,03; P < 0,001) as important risk factors for bladder cancer.
However, the P53Arg72Pro genotype disappeared as a susceptibility factor both in the multivariate
regression analysis and in an univariate regression analysis adjusted for gender, age, and smoking,
suggesting that it was connected with one of these factors in the predisposition to bladder cancer.
Indeed, a further analysis demonstrated that both alleles and genotype variants of P53Arg72Pro are
less frequent in older patients (P = 0,029). All the patients and control presented the wild-type Pro
genotype at codon 47. We concluded that the effect of P53Arg72Pro, described in some studies as
an important risk factor, may not be an independent, but an age-related factor of susceptibility to

bladder cancer.
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1
INTRODUCAO

O cancer, juntamente com as doengas cardiovasculares, ¢ a principal causa de morte nos
paises desenvolvidos. A cada ano, nos Estados Unidos da América (EUA), mais de um milhdo de
individuos descobrem que sdo portadores de algum tipo de cancer. De acordo com dados da
American Cancer Society, calcula-se 1.479.350 casos novos de cancer, ¢ aproximadamente 562.340
mortes para o ano de 2009 (http://www.cancer.org). No Brasil, dados do Ministério da Saude
calculam 466.730 novos casos de cancer para 0 ano de 2008
(http://www.inca.gov.br/estimativa/2008). A incidéncia de cancer em 2008 (novembro) nos EUA foi

de 11.384.892 casos. Destes, 527.496 localizavam-se na bexiga (http://seer.cancer.gov).

Diante desse quadro, algumas questdes sdo Obvias: sabemos que a forma como vivemos
aliada a carga genética, sdo fatores que irdo determinar se teremos um cancer clinico ou nao.
Agentes quimicos, poluicdo ambiental, fatores presentes na fumaca do cigarro, tipo de alimentagao
etc. podem promover o aparecimento de células neoplasicas (1). Quando nosso organismo detecta
um crescimento defeituoso de células, aciona alguns genes, como o P53 — classificado como gene
supressor de tumores, capaz de parar o ciclo celular, permitindo o reparo do material genético
lesado, ou ainda provocar a morte da célula defeituosa, induzindo-a a apoptose (1, 2). E com base

nessas consideragdes, que damos inicio ao nosso estudo.
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2
EPIDEMIOLOGIA DO CANCER VESICAL

O tipo histologico mais frequente ¢ o carcinoma de células transicionais (cancer urotelial), o
qual corresponde a cerca de 90 % dos casos (3). Nos Estados Unidos, calcula-se 70.980 novos casos
de cancer de bexiga para 2009; e 14.330 mortes por ele (http://www.cancer.org). No Brasil
dispomos de poucos dados estatisticos. Sabe-se, porém, que no ano de 2000 houve cerca de 2015

mortes por cancer vesical (INCA).

Ele ¢ 2,5 vezes mais frequente em homens do que em mulheres, talvez por uma maior
exposicdo a fatores ambientais. Porém, uma recente publicacdo demonstrou — experimentalmente
em ratos — uma forte associagcdo de tumores vesicais a andrégenos e receptores androgénicos, o que
nos permite aventar uma outra hipdtese para essa maior frequéncia de tumores vesicais no sexo
masculino (4). E o quarto em incidéncia nos homens, apds o cancer de prostata, de pulmio e colo
retal, o que corresponde a cerca de 6,2% de todos os cinceres (5). Nas mulheres ¢ o oitavo, o que
equivale a 2,5 % (5). A incidéncia tem aumentado nas Gltimas décadas (5). E mais frequente na raga
branca do que na negra (duas vezes para homens americanos ¢ 1,5 vezes para mulheres), apesar de
que, na raga negra, costumam ocorrer formas mais agressivas (6). J& na populacao hispanica
americana, a incidéncia ¢ a metade da dos brancos nos dois sexos (7). A maioria dos casos
diagnosticados ¢ de formas superficiais do tumor, cujo tratamento ¢ a ressec¢do transuretral, ndo
ocorrendo metastases ou mortes. As recidivas, no entanto, sio comuns. Por isto a prevaléncia ¢ alta,
sendo o segundo mais frequente no americano de meia idade e idoso, atrds apenas do cancer de
prostata (8). Estima-se que nos EUA, em 2000, houve 8.100 casos de morte por cancer de bexiga em
homens e 4.100 em mulheres, o que corresponde a 2,9 e 1,5 % das causas de morte por cancer (5). A
sobrevida em cinco anos ¢ melhor nos homens do que nas mulheres; na raga branca do que na negra.
Esta diferenca de sobrevida entre os sexos ¢ mais evidente ainda na raga negra (sobrevida de cinco
anos: homens brancos americanos, 84%, mulheres brancas americanas, 76%, homens afro-
americanos, 71%, mulheres afro-americanas, 51%) (6). Acredita-se que esta disparidade de
comportamento do tumor entre os brancos e os afro-americanos se deva, pelo menos em parte, a um
diagnostico mais tardio nestes ultimos € a uma maior taxa de tumores mais agressivos nesta
populacdo (6). Comparando-se a sobrevida por estdgio no momento do diagndstico, ela também ¢

mais favoravel aos brancos, sugerindo que fatores genéticos devem agir desfavoravelmente nos afro-
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americanos, além de, talvez, eles terem um menor acesso aos melhores tratamentos (5, 6, 9). Quanto

aos hispanicos, além da menor incidéncia, eles tém uma sobrevida melhor que a dos brancos (9).

A incidéncia da doenga tem aumentado nas ultimas décadas (50% desde 1950), em parte
devido ao aumento da expectativa de vida. A mortalidade, no entanto, decaiu, em virtude dos
diagnodsticos mais precoces e de melhores formas de tratamento (diminuiu 33% nos ultimos 30 anos)
— Statistics, Epidemiology, and End Results Program (SEER), 1973 — 1997. Ao analisarmos as taxas
de mortalidade entre os sexos, ajustadas para idade, nos ultimos 10 anos, houve um pequeno
incremento para as mulheres, o que reforga a suposi¢ao de que fatores ligados ao sexo (hormonais,
genéticos, tipo de vida) devem influenciar nas caracteristicas biologicas do tumor (SEER, 1973 —

1997).

O cancer de bexiga pode ocorrer em qualquer fase da vida, mesmo em criangas, mas ¢ mais
frequente no idoso, com idade média, no diagnostico, de 69 anos para homens e 71 anos para
mulheres (6). A incidéncia aumenta com a idade, bem como a mortalidade (SEER, 1973 — 1997).

Nos adolescentes e adultos jovens, o tumor tende a ser menos agressivo (10, 11).

Existem diferencas de incidéncia entre paises e regides. Estudos demonstram que ¢ mais
frequente nos EUA e Inglaterra do que no Japao e Finlandia (12), sugerindo que fatores ambientais e
raciais (genética) sdo importantes. A Espanha ¢ o pais com maior incidéncia mundial do carcinoma
urotelial, talvez devido ao cigarro; ja o Egito tem a maior incidéncia de carcinoma epidermoide

(devido a bilharziose, Schistosoma haematobium) (13).

Dados de autdpsia demonstram que muito raramente o cancer de bexiga ¢ encontrado de
forma incidental (14, 15, 16), como no caso de préstata (17) e rim (18). Isto demonstra que o tempo
de laténcia do tumor ¢ pequeno (fase em que ele ¢ clinicamente indetectavel até o momento da
apresentacdo clinica) (3). Dai a importancia de conseguirmos definir uma populacdo de risco, por
meio de novos marcadores de predisposi¢cdo ao cancer, e assim submeter estes individuos a exames

periddicos para um diagnostico precoce (cistoscopia, analise de urina etc.).
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3
FATORES ETIOLOGICOS DO CANCER VESICAL

Cerca de 30 a 60 % dos casos dos canceres vesicais estdo associados a um fator etiologico
(3). Carcindgenos inalados, absorvidos pela pele ou pelo trato digestivo, poderdao ser excretados em
altas concentragdes pela urina, o que provoca tumorigénese de contato nas células uroteliais. A
primeira associacdo do cancer vesical a um fator causal foi observada na Alemanha em 1895, em
trabalhadores de industrias quimicas, nas quais se constatou, por Hunstein e Rehn (19), uma maior
incidéncia da patologia. O fator etioldogico mais importante ¢ o tabagismo. Observou-se que muitos
dos carcindgenos envolvidos no cancer vesical apresentam em comum o radical ortoaminofenol
(figura 1), composto por um anel benzénico com um radical hidroxila e um amina. Os seguintes
compostos possuem este radical: metabolitos do triptofano (endogeno), 2-naftilamina, benzidina,

xenylamina e 4-nitrodifenil (exégenos) (20, 21).

Figura 1 Radical ortoaminofenol

3.1 Exposicao ambiental

O corante anilina (fabrica de corantes) (3, 19); o 4-aminodifenil (benzeno) (22); os aldeidos
(acroleina — fabrica de corantes e borracha) (23); os hidrocarbonetos alifaticos clorados; os gases ¢

fuligem de carvao (24); o arsénico (dgua contaminada — doenca do “pé-negro”, Taiwan) (25, 26).

3.2 Alimentares

Os nitritos e nitratos — nitrosaminas (27); o uso de adogantes artificiais, contendo ciclamato e

sacarina (controverso) (28, 29); metabolitos do triptofano (controverso) (30).
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3.3 Medicamentosos

O abuso de analgésicos (fenacetina, um precursor do paracetamol, cuja estrutura ¢ similar a
da anilina) (31); a ciclofosfamida (imunossupressor cujo metabolito ¢ a acroleina) (32); a erva

chinesa Aristolochia fangchi (utilizada como redutora de peso) (33).

3.4 Outros fatores

A cistite cronica (34), uso prolongado de sondas (35), infeccdo pelo HPV
(imunocomprometidos) (36), infec¢do pelo Schistosoma haematobium (bilharziose, Egito) (20),
radioterapia pélvica (37), transplantados renais (imunossupressdo) (38), baixa ingesta hidrica (39),
retengdo urindria cronica, bexiga neurogénica (3). Estudos demonstram nao haver correlagdo com o

uso de café e cha (40).

3.5 Tabagismo

O habito de fumar cigarros aumenta em até quatro vezes o risco para cancer de bexiga. Isto
esta relacionado com o numero de cigarros consumidos, o tempo de tabagismo e o grau de inalagdo
da fumaca (12, 41). Ex-tabagistas terdo seu risco para cancer de bexiga normalizado apds 20 anos
sem o vicio (42). Outras formas de uso de tabaco causam menor risco para cancer de bexiga (41).
Nao se sabe ao certo qual agente quimico carcindgeno presente na fumaga do cigarro ¢ o
responsdvel pelo cancer de bexiga. Nitrosaminas, 2-naftilamina e 4-aminodifenil, além de

metabolitos do triptofano estdo presentes em tabagistas (43).

3.6 Genéticos

Nao existe um consenso em relacdo a hereditariedade no cancer vesical. Assim, enquanto um
estudo na Islandia demonstrou pouca associagdo com descendentes de primeiro grau de pacientes
portadores de cancer vesical (44), outro estudo espanhol revelou uma incidéncia até 2,5 vezes maior
(45). Isto poderia explicar a associagdo de cancer vesical com alguns polimorfismos herdados de
genes envolvidos no controle do ciclo celular e em enzimas de detoxificagdo (NAT2, NATI,

CYPIA2, GSTM]) cuja distribui¢do estd fortemente relacionada a fatores étnicos (3, 46).

Contudo, fatores adquiridos parecem desempenhar o principal papel na génese do cancer
vesical, como muta¢des nos genes de supressdo tumoral, nos protoncogenes (tornando-os

oncogenes) € em genes que controlam fatores de crescimento.
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Oncogenes da familia do RAS, que codificam a proteina P2/ foram associados ao tumor
vesical de alto grau histologico (47, 48). A hiperexpressdo de genes responsaveis pelo fator de
crescimento da epiderme (EGF), como ERBBI ¢ ERBB?2, estdo associadas ao desenvolvimento e

progressao dos tumores vesicais. (49).

O principal gene supressor tumoral envolvido no cancer vesical € o P53, que sera discutido
mais adiante; porém, outros também foram associados, como o RB (retinoblastoma) e os
responsaveis pelas proteinas P21, P27 e P16 (3). As alteragdes nos genes supressores tumorais estao
associadas a tumores mais agressivos, enquanto dele¢cdes no brago longo do cromossomo 9 estdo

associadas a tumores superficiais e de baixo grau (3).
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4
ESTADIAMENTO E TRATAMENTO DO CANCER VESICAL

Os tumores vesicais sdo classificados quanto ao estadiamento, de acordo com a normatizagao
TNM de 2002 (UICC) (50) (tabela 1). Cerca de 90% sdo carcinomas de cé€lulas transicionais. Sao
superficiais quando atingem, no maximo, a lamina prépria do epitélio vesical (PTA e PTI); e
profundos, quando invadem a muscular propria ou adiante (PT2, PT3 e PT4) (figura 2). Podem
causar metastases linfonodais (N) ou a distancia (M). Além disso, podem ser bem diferenciados
(GI), moderadamente diferenciados (GII) ou com baixo grau de diferenciac¢ao (GIII), de acordo com
a andlise histolégica tumoral (OMS — 1973). Esta classificagdo — de 1973 — foi recentemente

atualizada (ISUP 1998 e OMS 2004), porém seu uso rotineiro ainda nao foi adotado (quadro 1).

Figura 2 Estadiamento T dos tumores vesicais
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Tabela 1 Classificagado TNM de 2002

BEXIGA

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Nao ha evidéncia de tumor primario

Ta Carcinoma papilifero ndo invasivo

Tis Carcinoma in situ “tumor plano”

T1 Tumor que invade o tecido conjuntivo subepitelial

Tumor que invade musculo
T2 T2a Tumor que invade a musculatura superficial (metade interna)
T2b Tumor que invade a musculatura profunda (metade externa)
Tumor que invade tecido perivesical
T3 T3a microscopicamente
T3b macroscopicamente (massa extravesical)

Tumor que invade qualquer uma das seguintes estruturas: prostata, utero, vagina, parede
pélvica ou parede abdominal

T4a Tumor que invade préstata, utero ou vagina

T4b Tumor que invade parede pélvica ou parede abdominal

T4

N - LINFONODOS REGIONAIS

NX Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados

NO Auséncia de metastase em linfonodo regional

N1 Metastase, em um Unico linfonodo, com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

N2 Metastase,em um uUnico linfonodo, com mais de 2 cm até 5 cm em sua maior dimenséo, ou
em multiplos linfonodos, henhum com mais de 5 cm em sua maior dimens&o

N3 Metastase em linfonodo com mais de 5 cm em sua maior dimensao

M — METASTASE A DISTANCIA

MX A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia

Quadro 1 Grau de diferenciagéo histolégica dos tumores uroteliais vesicais. Comparacéo da
Classificagdo da OMS 1973 e da OMS 2004 / ISUP 1998
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Adotamos a normatizacao da Sociedade Brasileira de Urologia (SBU) (2005) para tratamento
dos tumores vesicais (51). Os superficiais geralmente sdo tratados por meio de resseccdo transuretral
(RTU), seguida de instilagdo vesical de Onco-BCG para casos recidivados e/ou multifocais e/ou
PT1. Geralmente aplica-se também uma dose tUnica de 40 mg intravesical de mitomicina C, um
quimioterapico com efeito topico, nas primeiras 24 horas apos a RTU, para prevenir recidivas e
implantes. A finalidade do Onco-BCG ¢ também a de prevenir recidiva. Nao existe um consenso
quanto ao esquema de utilizacdo do Onco-BCG. Utilizamos, geralmente, um més apds a RTU, na
dose de 40 mg (cepa liofilizada do Instituto Butantd), uma vez por semana, por seis semanas; e,
apds, uma vez ao més, por 12 meses. No segundo ano, ele ¢ aplicado trimestralmente; no terceiro,
semestralmente; e, no quarto e quinto, anualmente. Os pacientes com tumores superficiais sao
assistidos com exames de cistoscopia, ultra-sonografia, urografia excretora e citologia oncotica
urinaria periodicos. No caso de recidiva, ¢ realizada nova RTU com reestadiamento e novo ciclo de

tratamento. O tumor de bexiga, quando superficial, ndo evolui com metastases.

Ja nos tumores profundos, apds a RTU, o tratamento classico ¢ a cistectomia radical com
linfadenectomia pélvica e derivagdo urinaria externa continente ou incontinente, ou substituicdo
vesical. De acordo com o estadiamento, utiliza-se a quimioterapia (QTX); e, opcionalmente, a
radioterapia (RTX). Em alguns casos especificos, pode-se realizar uma cistectomia parcial da area
tumoral e, excepcionalmente, somente RTU seguida de QTX e/ou RTX. Os pacientes também sao

assistidos com exames de imagem periddicos.
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5
O GENE P53

A proteina do P53 foi descoberta em 1979, e inicialmente pensou-se que era codificada por
um oncogene. Em verdade, porém, tratava-se da proteina produzida pelo P53 mutado (52). O P53
passou a ser considerado um gene supressor de tumores a partir de 1989, quando se demonstrou que
o tipo selvagem de P53 era capaz de inibir a transformacao maligna de células e o crescimento de

linhagens defeituosas, por meio de sua proteina normal (53, 54).

Esse ¢ considerado o mais importante gene supressor de tumores nos seres humanos. Cerca
de metade das neoplasias malignas apresentam mutagdes no P53 (55). O cancer de colon apresenta a
frequéncia mais alta de alteracdes. Em relacdo aos canceres geniturinarios, o de prostata e bexiga

sd0 0s que mais apresentam mutagoes (56).

O gene P53 localiza-se no cromossomo 17 locus pl13.1. E composto por 11 exons que,
combinados, produzem 2,2 a 2,5 kb de RNA mensageiro. As alteragdes mais frequentes sdo as
mutacoes por alteragdo na sequéncia das bases, o que resulta numa proteina defeituosa (57). A
proteina normal do P53 contém 393 aminodcidos (figura 3). Sua concentracdo celular ¢ baixa, pois
ela tem uma meia-vida de 20 minutos. Boa parte da proteina est4 sob forma latente, necessitando de
mecanismos para sua ativagao, como hipoxia, dano ao DNA e baixas concentra¢des de trifosfato de
ribonuclease (figura 4) (57, 58, 59). Uma vez ativada, a proteina do P53 podera realizar as seguintes
funcdes: regulacdo do ciclo celular (60), apoptose (61), senescéncia celular (62), regulagdo da
angiogénese (63) e ainda interacdo com proteinas virais (64), produtos de oncogenes (65) e fatores

de transcricdo (66). Com isto, evita-se que linhagens de células cancerigenas se multipliquem.

A mutacao do P53 por alteragdo da sua sequéncia ira prolongar a meia-vida da proteina, o
que provoca uma hiperexpressao nuclear, que pode ser determinada por diversas técnicas de imuno-
histoquimica. Apesar de ela ser hiperexpressa, ndo ¢ eficiente, pois a sua estrutura foi alterada.
Deve-se salientar que cerca de 20% das mutagdes ocorrem por delecdo, e isto pode causar a auséncia
de producdo da proteina — as vezes erroneamente interpretada como auséncia de mutacdo (falso
negativo). Em algumas situagdes, o contrario também pode ocorrer: hd uma hiperexpressdo da

proteina do P53 sem haver mutagdes, o que da um resultado falso positivo (66).
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Diversos trabalhos ja constataram que a presenga de hiperexpressao da proteina do P53 em
cancer de bexiga correlaciona-se fortemente com progressao tumoral e casos mais avangados e de
pior prognostico (67, 68, 69). Nao existe, porém, um consenso em relacdo ao BCG, radioterapia e

quimioterapia envolvendo o P53 e cancer de bexiga (66).

Estudos tém demonstrado, também, que alguns polimorfismos do gene P53 selvagem, como
o do cédon 72, podem estar relacionados ao desenvolvimento de varios tumores, dentre os quais o

cancer de bexiga.

Figura 3 Estrutura da proteina de P53 com dominio funcional, incluindo interagado da proteina
no N-terminal e dominios de ligagdo da sequéncia de DNA.
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Figura 4 llustragdo da ativagdo e regulagdo da proteina de P53, incluindo interagdo com
proteinas virais, produtos de oncogenes e efeitos regulatorios.
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6
O POLIMORFISMO DO CODON 72 DO GENE P53

Os polimorfismos, que incluem os SNP (do inglés: Single Nucleotide Polymorphism),
constituem outro tipo de alteracdo genética. Os SNP sdo substituicdes de um unico nucleotideo na
sequéncia de DNA. Os polimorfismos diferenciam-se das mutagdes porque ocorrem com maior
frequéncia na populagdao (>1%), além das mutacdes estarem associadas a um fendtipo mais grave,
com uma disfuncdo evidente. Geralmente os SNP ndo estdo associados a um fenotipo caracteristico.
Podem, porém, mudar a sequéncia da proteina, e se manifestarem, em alguns casos, por uma

suscetibilidade a determinados tipos de tumores, eventualmente agravada por fatores externos (70).

As caracteristicas estruturais de P53 (codons 61 — 94) tém sido bem preservadas por toda
evolucdo. No cddon 72, no entanto, foi reconhecido um polimorfismo com substituicdo do residuo
de arginina (Arg) por prolina (Pro) no tipo selvagem do P53 (71). Uma simples troca de base (de
CGC para CCC, guanina por citosina) ¢ responsavel por tal mudanga (72). A frequéncia do alelo
prolina parece estar ligada a raga e a exposi¢ao aos raios ultravioleta. Ele chega a ocorrer em até
63% de africanos da Nigéria, mas foi detectado em apenas 17% de europeus da Suécia (73). Tem-se
atribuido ao polimorfismo do cdédon 72 um papel de vulnerabilidade a diferentes carcinégenos. O
genotipo Pro/Pro tem até 15 vezes menos chance de provocar apoptose quando comparado ao
Arg/Arg (74). Wang et alii mostraram que pacientes com cancer de pulmao e genotipo Pro/Pro
tendem a ter pior progndstico do que individuos Arg/Pro (75). Boltze et alii constataram que
pacientes com carcinoma anaplasico de tiredide também apresentaram, em 100% dos casos,
genotipo Pro/Pro. E mais: que os gendtipos Arg/Arg e Pro/Pro tinham uma prevaléncia significante
em pacientes com metastases de outros tipos de carcinoma de tiredide (76). Granja et alii, em
trabalho do grupo do Laboratorio de Genética Molecular do Cancer da UNICAMP — GEMOCA,
recentemente publicaram um artigo mostrando que individuos com genétipo Pro/Pro tém uma maior
chance de desenvolver cancer de tirdide (77). Morari et alii, do mesmo grupo, encontraram uma

maior associagdo do genotipo Arg/Pro em cancer de ovario (78).

Em relagdo ao cancer vesical, ha controvérsias; e os relatos da literatura sdo parcos, bem
como de dificil interpretagao (79, 80, 81). Por isto, a importancia de se analisar este polimorfismo
no cancer de bexiga, e em especial em nossa populacdo, na qual tal tipo de investigagdo nunca foi

reportada.
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7
O POLIMORFISMO DO CODON 47 DO GENE P53

Recentemente, Li et alii (82), que realizaram estudos prévios sobre o codon 72 (74),
descreveram que o polimorfismo do cddon 47 do gene P53, que ocorre em menos de 5% dos afro-
americanos (e ainda ndo descrito em caucasianos), pode ser funcionalmente significante. Este
polimorfismo foi identificado pela primeira vez por Gerwin (83). A troca de base CCG para TCG,
citosina por timina, causa uma substitui¢do de prolina (Pro) por serina (Ser). O residuo de prolina ¢é
necessario para ativar a fosforilagdo da serina 46, envolvida no processo de apoptose. Isto faz com
que individuos com esta mutagdo tenham até cinco vezes menos capacidade de provocar apoptose
(82). Além disto, esta variante diminui a capacidade de transativar dois genes alvos do P53, o

P53AIP1 ¢ o PUMA (P53 upregulated modulator of apoptosis) (82).

Nao existem trabalhos clinicos, ainda, correlacionando o polimorfismo do cédon 47 com
cancer vesical. Como esta alteragdo foi verificada em afro-americanos, poderia haver alguma
correlacdo dela com uma porcentagem maior de casos de cancer de bexiga mais agressivos e de

piores prognosticos verificados nesta raga.
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8
OBJETIVO

Analisar a prevaléncia dos polimorfismos dos cddons 47 e 72 do gene P53 em pacientes

portadores de cancer de bexiga.
Comparar a incidéncia destes polimorfismos com individuos controles.

Avaliar a relevancia destes polimorfismos em relagao a incidéncia da doenga, bem como o

prognostico destes pacientes.

Avaliar sua correlagdo com outros fatores conhecidos de risco para cancer de bexiga, como

raca, sexo e tabagismo.
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9
MATERIAIS E METODOS

9.1 Casuistica

Os pacientes que concordaram em participar deste estudo foram informados e orientados
acerca do mesmo, bem como assinaram um termo de consentimento informado, conforme as normas
do Comité de Etica em Pesquisa da FCM — UNICAMP (anexo). Coletamos amostras de sangue
periférico de 114 pacientes portadores de tumor vesical, provenientes do Servigo de Urologia da
Santa Casa de Misericordia de Campinas, do Servico de Urologia da PUCSP Campus Sorocaba e do
Servico de Oncologia do HC da UNICAMP. Destes pacientes, 94 foram selecionados para o
presente estudo, por serem uroteliais e apresentarem seguimento suficiente para determinacdo da

evolucdo. As suas caracteristicas estdo reunidas abaixo (tabela 2), juntamente com 159 individuos

controle.
Tabela 2 Caracteristicas dos grupos estudados
Grupo Idade (anos) Raca Sexo Tabagismo
Min. | Max. | Média | Mediana | Branca Néo Masculino | Feminino Sim Nao
branca
Tumor = 94 21 96 | 67+13 70 84 10 76 18 78 16
Controle = 159 20 | 100 | 65z21 53 128 31 104 55 33 126

Os pacientes foram assistidos por um periodo que variou de 12 a 64 meses, com média de 19
meses. Todos foram inicialmente submetidos a ressec¢do transuretral do tumor (RTU) e, apos,
foram estadiados com uso dos resultados anatomopatoldgico, ultrassonografia e/ou tomografia
computadorizada de abdome total, radiografia de toérax, urografia excretora e, alguns, com
cintilografia 6ssea. Histologicamente, todos eram carcinoma de células transicionais, sendo que
quatro apresentavam carcinoma in situ associado e trés pacientes apresentavam diferenciagdo

epidermoide no tumor.

Dividimos os pacientes em dois grupos: Tumores Superficiais (PTA ou PT1) e Tumores

Profundos (PT2 ou mais), de acordo com a normatizacdo TNM de estadiamento.

Cada grupo foi dividido, ainda, em individuos com bom progndstico e com prognostico

ruim, de acordo com as caracteristicas abaixo:
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1. Tumores Superficiais com Bom Prognéstico: PTA GI ou GII, com ou sem recidivas.
2. Tumores Superficiais com Prognodstico Ruim: PT1 GII ou GIII, com ou sem recidivas.
3. Tumores Profundos com Bom Progndstico: PT2NOMO, curados.

4. Tumores Profundos com Progndstico Ruim: PT2 ou mais N qualquer M qualquer, sem
possibilidade de cura, ou que evoluiram com recidivas, e/ou metastases, e/ou 6bito pela

doenca.

9.2 Extracao de DNA

ApOs a coleta do sangue periférico em tubo com tampao EDTA, extraimos o DNA por meio
do método Fenol / Cloroférmio (padronizado no laboratorio GEMOCA), num prazo de um a sete
dias apés a coleta. Primeiramente realizamos a lise de hemacias com tampao especial (NaCl 10 nM;
MgCl, 5SmM; Tris-HCI 10mM; pH 7,5; Uréia). Foi associado SDS (20%) e a solugao foi incubada a
37°C por 30 minutos. O processo de purifica¢do foi realizado com Fenol Saturado com Tris e
Clorofoérmio-alcool isoamilico (24:1). A precipitacao foi feita com Acetato de Sodio (3M), etanol

70% e 100%. O material extraido foi ressuspendido com tampao TE (Tris 10mM e EDTA mM).

O DNA, entdo, foi armazenado em congelador a -20°C até a realizagdo das PCRs (Reagdo
em Cadeia da Polimerase, do inglés: Polymerase Chain Reaction). Ap6s o processo de extracao do
DNA, realizou-se uma quantificacdo em espectrofotometro, sendo consideradas adequadas amostras

que apresentavam resultado entre 260/280 nm.

9.3 PCR do codon 72 de P53

Houve dificuldade para detectar o alelo Pro do codon 72 de P53 pela técnica alelo-especifica,
inicialmente proposta, e que havia sido realizada no laboratério GEMOCA em tumores de tiredide
(84). Isto nos motivou a procurar uma nova técnica mais efetiva e com maior acuracia.
Empregamos, entdo, a técnica descrita por Aral et alii em recente estudo de 2006 (85). Trata-se de
um ensaio de RFLP (do inglés: Restriction Fragment Length Polymorphism), de que nos utilizamos
com algumas adaptagdes. Inicialmente, um fragmento de 296 pares de base (pb) foi amplificado por
meio de PCR, com os primers sense: (5-ATCTACAGTCCCCCTTGCCG-3) e anti-sense: (5-
GCAACTGACCGTGCAAGTCA-3). Cada 50 pl de solugdo da PCR continham 0,1 pg de DNA
genomico, 0,6 U Taq DNA polimerase, 10 pmol de cada primer, 200 uM de cada dNTP e 1,5 mM

de cloreto de MgCl2. As reacdes de amplifica¢dao consistiram de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
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temperatura de annealing de 65°C por 50 segundos e 72°C por 1 minuto; uma etapa inicial de
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos e uma etapa para a extensdo final da fita a 72°C por 10 minutos.

As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador MJ PTC — 200 PCR system.

Os produtos de PCR foram, entdo, submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%,
corados com brometo de etidio, visibilizados sob luz ultravioleta (UV) e fotografados com um

sistema de foto documentagdo (figura 5).

Figura 5 PCR do codon 72 de P53

296 pb

Gel de agarose a 2%, demonstrando os
resultados da eletroforese com amostras de
PCR. M — marcador de peso molecular 100
pb (Invitrogen do Brasil Ltda.). C™ — controle
negativo.

RFLP foi realizada com 5 ul da reagdo de PCR de cada amostra que foram incubadas a 37° C
por 16 horas com 10 pul da enzima de restri¢do Bshl12361 (Fermentas Life Sciences, Lituania) em um
meio tamponado, contendo 10 mM tris, 10 mM MgCI2, 100 mM KCI, 0.1 mg/ml BSA pH 8.5. O
produto desta restri¢ao foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 3% corado e fotografado

pelo padrao ja descrito.

A presenca do alelo selvagem, arginina, foi indicada pela presencga das bandas de 169 e 127
pb, enquanto a auséncia de digestdo (296 pb) foi observada no alelo polimorfico prolina. O alelo

heterozigoto ¢ indicado pela presenca das trés variantes de peso 296, 169 e 127 pb (figura 6).
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Figura 6 Restricdo do cédon 72 de P53
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9.4 PCR do coédon 47 de P53

Para a identificagdo do polimorfismo no cédon 47 do gene P53 utilizamos um ensaio de

PCR-RFLP com os seguintes primers:

5'"CACCCATCTACAGTCCCCC3’/5"ACCGTAGCTGCCCTGGTAG3" que amplificam um
fragmento de 241pb (82). As reagdes de amplificagdo consistiram de 35 ciclos a 94°C por 30
segundos, temperatura de annealing de 60°C por 50 segundos e 72°C por 1 minuto; uma etapa inicial
de desnaturagdo a 94°C por 5 minutos e uma etapa para a extensdo final da fita a 72°C por 10

minutos. As reagdes de PCR foram realizadas no mesmo termociclador ja descrito, € o produto

analisado em gel de agarose a 2% (figura 7).

Figura 7 PCR do codon 47 de P53

241 pb

A
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Gel de agarose a 3%,
demonstrando os
resultados da eletroforese
com amostras de restricao
enzimatica com a enzima
Bsh12361 (Fermentas Life
Sciences, Lituania). As
amostras 1, 2, 3, e 6 tém
padréo de restricdo Arg/Arg
(normal selvagem), ja as
amostras 4, 5 e 7 sdo
amostras heterozigotas
Arg/Pro; M — marcador de
peso molecular 100 pb
(Invitrogen do Brasil Ltda.).

Gel de agarose a 2%,
representando os
resultados da PCR
com os primers do
cédon 47 de P53; C™ —
controle negativo; M -
marcador de peso
molecular 100 pb
(Invitrogen do Brasil
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RFLP foi realizada com 10 pl da reagdo de PCR de cada amostra, que foram incubadas a 37°
C por 16 horas com 10 pl da enzima de restricdo Bcn I (Caull) (Fermentas Life Sciences, Lituania)
em um meio tamponado, contendo 10 mM tris, 10 mM MgCI2, 100 mM KCIl, 0.1 mg/ml BSA pH

8.5. O produto desta restri¢ao foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 3%.

A digestao do fragmento pela enzima em 185 e 56 pb demonstra o alelo normal prolina. Ja a

auséncia revela o alelo selvagem serina (Figura 8).

Figura 8 Restricdo do cédon 47 de P53

Gel de agarose a 3%,
185pb representando os resultados da
restrigdo enzimatica com a enzima
de restricdo Ben I. As amostras 1,
56 pb 2, 3, 4 e 8 possuem o padrao
normal (prolina/prolina), ja as
amostras 5, 6 e 7 sdo amostras
heterozigotas (prolina/serina); M -
marcador de peso molecular
100pb (Invitrogen do Brasil Ltda.).
Até o momento ndo encontramos
o padréo mutante homozigoto
(serina/serina). O padrao

241 pb heterozigoto aqui iIusErado refere-
se a um estudo em cancer de
185pb tiredide realizado em nosso
56 pb laboratdrio, pois ndo detectamos
P nenhum caso em nosso trabalho.

9.5 Metodologia da analise estatistica

Para descrever o perfil da amostra segundo as varidveis em estudo, foram feitas tabelas de
frequéncia das variaveis categéricas (sexo, etnia, idade, tabagismo, estadiamento e progndstico),
com valores de frequéncia absoluta (n) e percentual (%), e estatisticas descritivas (com medidas de
posicdo e dispersdo — média, desvio-padrao, valores minimo, maximo e mediano) da variavel

continua (idade).
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Para analisar a associagcdo entre duas variaveis categoricas foram utilizados os testes qui-
quadrado ou exato de Fisher (para valores esperados menores que cinco). Para comparar a variavel
numérica entre dois grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney, e entre trés grupos foi utilizado o

teste de Kruskal-Wallis.

Para analisar a influéncia conjunta dos genotipos € demais varidveis de interesse no cancer de
bexiga, foi utilizada a andlise de regressdo logistica, modelos univariado e multivariado com critério
Stepwise de selegdo de varidveis. Em seguida, foi feito o calculo do poder da amostra, fixando alfa

(erro tipo I) em 5%.
O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (P < 0,05).

Para andlise estatistica foi utilizado o programa computacional SAS for Windows (Statistical

Analysis System), versdo 9.1.3. SAS Institute Inc., 2002 —2003, Cary, NC, USA.
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10
RESULTADOS

10.1 Analises dos dados clinicos dos pacientes

Nossos dados epidemioldgicos (tabela 3) foram similares aos descritos na literatura. As
variaveis sexo, idade e tabagismo foram significativas para mostrar que os sujeitos com maior risco
de cancer de bexiga sdo do sexo masculino (5,5 vezes mais risco de cancer de bexiga), com idade a

partir de 65 anos (8,1 vezes mais risco) e fumantes (15,5 vezes mais risco).

Tabela 3 Andlise de regresséo logistica multivariada para cancer de bexiga

Variaveis Selecionadas* Categorias Valor-P OR** IC 95% OR
Sexo Feminino.(ref.) 1,00 -
Masculino < 0,001 5,48 2,49 - 12,07
Idade < 65 anos (ref.) 1,00 -
2 65 anos < 0,001 8,13 3,66 — 18,08
Tabagismo Néo.(ref.) 1,00 -
Sim < 0,001 15,51 7,12 -33,79

* Controle (n = 159); Cancer de bexiga (n = 94). Critério Stepwise de selegao de variaveis.
** OR = Razao de risco para cancer de bexiga; IC 95% OR = Intervalo de 95% de confiang¢a para OR.

A maior parte dos casos, em concordancia com os relatos da literatura, foi de tumores
superficiais, o que ocorreu com 58 pacientes de nosso grupo, tratados de acordo com a normatizagao
acima descrita. Trinta e seis eram tumores profundos, e também seguiram o protocolo padronizado
j4 mencionado, sendo que 18 deles foram submetidos a cistectomia radical, trés a cistectomia parcial
e 15 foram submetidos somente 8 RTU + QTX e/ou RTX, por se tratarem de casos com metastases,

por se recusarem a cirurgia radical ou ainda por falta de condigdes clinicas cirtirgicas.

Os pacientes foram assistidos por um periodo que variou de 12 a 64 meses com uma média

de 19 meses.

Dos 58 tumores superficiais, 37 ndo recidivaram; 21 tiveram recidiva superficial, foram
retratados e estdo livres da doenca até o momento; um paciente foi a 6bito por outros motivos e
outro foi submetido a cistectomia por multiplas recidivas. Dos 36 profundos, oito foram a 6bito pela
doenca; 15 estdo vivos sem metastases ¢ 13 estdo vivos com metastases ou recidiva local. Dos 18
que fizeram cirurgia radical (grupo dos profundos), trés foram a Obito pela doenga; trés
apresentaram recidiva local e 12 estdo livres da doenga. Os trés que fizeram cistectomia parcial estdo

livres de recidiva. Quatro fizeram RTX na bexiga ou nas metéstases e 15 fizeram QTX adjuvante.
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De acordo com os critérios de evolugao/progndstico mencionados na descrigdo da casuistica,

dentre os tumores superficiais, 27 foram bons e 31 ruins. J4 nos profundos, 15 foram bons e 21 ruins

(tabela 4).

Tabela 4 Classificagdo e prognoéstico dos tumores vesicais

Classificacao tumoral Bom Ruim
Superficial = 58 27 31
Profundo = 36 15 21

10.2 Resultados dos polimorfismos

A frequéncia dos gendtipos nos pacientes e grupo controle estava em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Os resultados dos polimorfismos no grupo dos tumores com os respectivos grupos controle
estdo demonstrados abaixo (tabela 5), assim como uma comparacdo dentro do grupo de tumores em
relagdo a classificacao e evolugao (tabela 6).

Tabela 5 Resultados dos polimorfismos: controles x tumores

Gene Polimorfismo Controles Cancer
P53 Arg / Arg selvagem 90 (56,60%) 64 (68,09%)
cédon 72 Arg / Arg heterozigoto 60 (37,74%) 159 | 24 (25,53%) 94
Pro / Pro homozigoto 9 (5,66%) 6 (6,38%)
Pro / Pro selvagem 159 (100%) 94 (100%)
P53 -
cédon 47 Pro / Ser heterozigoto 0 159 0 94
Ser / Ser homozigoto 0 0

Tabela 6 Resultados dos polimorfismos quanto a classificacdo e progndstico (superficial x
profundo — P = 0,634)

Gene Polimorfismo Superficial Profundo
Total = 58 Bom = 27 Ruim = 31 Total = 36 Bom =15 Ruim = 21
P53 Arg / Arg selvagem 38 (65,52%) | 17 (62,96%) | 21 (67,74%) | 26 (72.2%) | 11(73,33%) 15 (71,42%)
codon Arg / Arg heterozigoto 15 (25,86%) 7 (25,92%) 8 (25,80%) 9 (25%) 4 (26,66%) 5 (23,80%)
72 Pro/Pro homozigoto | 5 (8:62%) | 3(11,11%) | 2(6.45%) | 1(2.78%) 0 1(4,76%)
P53 Pro / Pro selvagem 58 (100%) 27 (100%) 31 (100%) 36 (100%) 15 (100%) 21 (100%)
codon Pro / Ser heterozigoto 0 0 0 0 0 0
47 Ser / Ser homozigoto 0 0 0 0 0 0
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Quanto ao coédon 47 de P53, observamos que todos os casos controle e todos os tumores

foram normais (selvagem).

Em relacdo ao codon 72 de P53, ndo conseguimos demonstrar associagdo alguma entre a
presenga do polimorfismo (alelo prolina) e a incidéncia do tumor, ou a gravidade do mesmo, ou
ainda o habito de fumar, ou a marcagao por sexo e raga. Contudo, o alelo Pro foi menos frequente na
populacdo de pacientes (6,38% em homozigoze e 25,53% em heterozigoze) do que nos controles
(5,66% em homozigoze e 37,74% em heterozigoze), conferindo-lhes menor chance de cancer
vesical, ou seja, representa um fator de protegdo (tabela 7). Este dado, no entanto, desapareceu numa
analise de regressdo multivariada e univariada ajustada para sexo, idade e tabagismo, sugerindo que
estava ligado a um destes fatores. Analisando a presenga do polimorfismo quanto a idade, pudemos
observar que, dentre os pacientes com tumor, aqueles com menos de 65 anos de idade, tiveram uma
frequéncia maior do alelo polimérfico (prolina), 51,85%, comparado aos com mais de 65 anos, que

tiveram uma frequéncia de 23,88% (P = 0,009 ¢ 0,029), como mostram as tabelas 8 ¢ 9.

Tabela 7 Frequéncia dos gendtipos do cédon 72 de P53 em 94 pacientes com tumor e 159

controles
Genétipo Cancer Controles P Odds Ratio (OR) Intervalo de Confianca
n (%) n (%) 95% OR
Arg / Arg 64 (68,09) 90 (56,60) *
Arg/Pro | 24(25,53) | 60 (37,74) 0,049 0,56 0,32 20,99
Pro / Pro 6 (6,38) 9 (5,66) 0,907 0,94 0,32a2,77

A analise comparativa de regressao univariada considerou o tipo selvagem (Arg/Arg) como referéncia (*).
OR = Odds Ratio — Razao de risco para cancer de bexiga.

Tabela 8 Comparagao dos polimorfismos 72 P53 com idade >=65<

Teste qui-quadrado: X* = 6,93; GL = 1; P = 0,009
Poder da amostra: 74.12%.

Idade P53C0O72
Frequency,
Row Pct , Arg/Arg , Arg / Pro + Pro/ Pro , Total
+ + +
<65 13 , 14 , 27
48,15 , 51,85
+ + +
>=65 , 51, 16 , 67
, 76,12, 23,88 ,
+ + +
Total 64 , 30 , 94
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Tabela 9 Comparacéao dos polimorfismos 72 P53 com idade >=65<

Teste exato de Fisher. P = 0,029

Idade P53C0O72
Frequency,
Row Pct , Arg / Arg ,Arg/Pro , Pro/Pro , Total
+ + + +
<65 , 13, 1 3, 27
, 48,15, 40,74 , 1,
+ + + +
>=65 , 51, 13 3, 67
, 76,12 , 19,40 , 4,48 |
+ + + +
Total 64 24 6 94
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11
DISCUSSAO

Em relacdo ao cddon 72 de P53, ndo encontramos qualquer associacdo com a incidéncia do
tumor vesical ou seu progndstico. A literatura pertinente € controversa. Chen et alii, em 2000,
estudando 58 pacientes com cancer vesical em Taiwan, reportaram uma maior associagao de prolina
em pacientes com cancer invasivo (profundo), porém nao detectaram associagdo entre a presenca
deste polimorfismo e a incidéncia de tumor (79). Também Mabrouk et alii, em 2003, relatam ndo
detectar influéncia da mutagcdo em 47 pacientes com cancer vesical na Tunisia (86). J& Kuroda et alii
estudaram 112 pacientes com cancer urotelial no Japao, em 2002, e concluiram haver uma
associacao da mutagdo no codon 72, com uma maior incidéncia de cancer em tabagistas (80).
Torliner et alii ndo puderam comprovar qualquer influéncia do polimorfismo em 121 pacientes com
cancer vesical na Turquia (87). Outros dois estudos, no Japdo (88) e em Taiwan (89), foram
inconclusivos. Soulitzis et alii, no entanto, encontraram uma chance maior de desenvolver cancer de
bexiga em fenotipos Arg/Arg (81), investigando também o virus HPV em cancer vesical, cuja
oncoproteina parece diminuir a capacidade apoptotica de P53 em cancer de colo uterino e gendtipo
Arg/Arg (90). Contudo, nenhum dos estudos acima citados avaliou a presenca do polimorfismo em
relacdo a idade dos pacientes. Nesse aspecto, um estudo conduzido por Murta-Nascimento et alii, na
Espanha, demonstrou que alguns polimorfismos de enzimas de detoxificagdo tém uma maior
associacdo com hereditariedade no cancer vesical, ¢ a associacdo de hereditariedade foi maior em
individuos que tiveram cancer com menos de 45 anos (45). Nossos achados em relagdo ao codon 72
de P53 demonstram que, em individuos mais jovens, a heranca deste polimorfismo poderia
predispor ao aparecimento do cincer vesical. E possivel que estes individuos sofram mais
rapidamente o efeito de agentes carcinogénicos ambientais, que outros ndo portadores deste

polimorfismo.

Quanto ao polimorfismo do codon 47 de P53, ele foi muito pouco estudado até o momento, e
ha apenas um relato na literatura que ndo conseguiu demonstrar associacdo do mesmo com a
incidéncia de gliomas em 94 pacientes brasileiros (91). Acredita-se que alguns polimorfismos
possam ser uma evolug@o genética com o intuito de proteger a espécie. O polimorfismo do c6don 47
de P53, que foi descrito somente em individuos afro-americanos, talvez tenha surgido em

populagdes mais proximas a linha do Equador, com a finalidade de diminuir a capacidade apoptotica
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das células em resposta a radiagdo ultravioleta, induzindo-as a aumentar a pigmentagao a fim de que
estes individuos fixem menos vitamina D, cujo excesso poderia ser prejudicial (82). Nosso estudo

sugere que este polimorfismo ndo possui maior relevancia em nossa populacao.

Os dados que obtivemos, mostrando que sexo e tabagismo sdo fatores de risco para cancer
vesical, foram condizentes com a literatura, porém com uma associagdo muito mais forte (sexo
masculino 5,5 vezes e cigarro 15,5 vezes). Os resultados sugerem que, em nossa regido, os homens

estdo muito mais expostos a fatores ambientais de risco e ao habito de fumar do que as mulheres.
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12
CONCLUSAO

De acordo com o nosso objetivo, concluimos respectivamente:

1. Polimorfismos dos cédons 47 e 72 do gene P53 ocorrem em zero e em 31,91% dos pacientes
portadores de cancer de bexiga. Em individuos abaixo de 65 anos de idade, com cancer
vesical, o alelo prolina de 72P53 foi mais frequente (51,85%) do que nos acima de 65 (23,88
%).

2. O alelo prolina de 72P53 foi menos frequente em pacientes do que nos controles.

3. Nao houve associacdo entre a presenca destes polimorfismos e a incidéncia da doenga ou o

prognostico destes pacientes.
4. Nao houve correlagdo entre a presenca destes polimorfismos e outros fatores conhecidos de

risco para cancer de bexiga, como raca, sexo e tabagismo.

Dai podemos constatar: o polimorfismo do cédon 72 de P53, descrito em alguns estudos
como um risco importante para o cancer vesical, talvez ndo seja um fator independente, mas sim

associado a idade.
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14
ANEXO

14.1 Termo de consentimento

N
¥

LINMIC AR

LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR DO CANCER
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Faculdade de Ciéncias Médicas
Departamento de Clinica Médica

Termo de Consentimento
Projeto de Pesquisa: Tumores de Bexiga Urinaria
Orientadora: Profa. Dra. Laura Sterian Ward
Aluno: Luis Eduardo Murgel de Castro Santos

Paciente ou Responsavel:

Sr(a)

Idade RG

Endereco

Telefone

Concordo em doar sangue para pesquisa de genes (contidos no DNA) que podem
estar envolvidos nas NEOPLASIAS VESICAIS. Sei que se trata de uma pesquisa cientifica
e concordo que os dados de meu caso, registrados no meu prontuario medico, sejam
usados para avaliar a importancia dos genes, sabendo que meu nome, assim como meus
dados clinicos e de laboratorio ndo serdo individualmente citados e que em nenhum
momento meu diagndstico ou tratamento serdo prejudicados por tal doagdo. Também sei

que esta pesquisa pode trazer beneficios para a cura ou ao tratamento dos canceres de
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bexiga, mesmo que eu ndo me beneficie disto agora. Nao terei nenhum gasto com a
doacdo do meu material para esta pesquisa e sei que poderei cancelar minha decisao e
deixar de participar em qualquer momento. Também ndo serei submetido a qualquer
procedimento que nao faca parte da rotina de meu tratamento normal, sob a orientacao de

meu médico habitual.

Estou consciente da importancia da minha participagdo da qual posso desistir em
qualquer momento. Fui informado de que este projeto esta aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa e sei que poderei obter todas as informag¢des que desejar e necessitar no
fone: 19 3788.8936.

Contatos:

Profa. Dra. Laura Sterian Ward

Coordenadora do Gemoca * Medicina interna Cl Med./ FCM « Unicamp
Cidade Universitaria « CEP 13081-970 « Campinas « Sdo Paulo

Fone 19 3788.8954

Luis Eduardo Murgel de Castro Santos

Aluno da Pés-Graduagéao da Clinica Médica « FCM « Unicamp
Cidade Universitaria « CEP 13081-970 « Campinas * S&o Paulo
Fone 19 3788.8954

Assinatura do paciente
ou responsavel
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