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"...somos um mar de fogueirinhas...

Cada pessoa brilha com luz prépria entre todas as outras. Ndo existem duas fogueiras iguais.
Existem fogueiras grandes e fogueiras pequenas e fogueiras

de todas as cores. Existe gente de fogo sereno, que nem percebe o vento, e gente de fogo louco,
que enche o ar de chispas. Alguns fogos, fogos bobos, ndo alumiam nem

queimam; mas outros incendeiam a vida com tamanha vontade que é impossivel olhar para eles
sem pestanejar, e quem chegar perto pega fogo."

Eduardo Galeano



Ao0s meus pais, Gina e Pedro, que me deram
suporte para chegar até aqui e aos pacientes de
Cancer de Prostata que me ensinaram a olhar a
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RESUMO

O Cancér de Prostata (CaP) é um dos tipos de neoplasias mais frequentes nos homens em todo o
mundo e também na popula¢do masculina brasileira. A incidéncia, mortalidade e agressividade do
CaP sdo maiores em homens negros. De acordo com o IBGE a Bahia é o estado que apresenta a
maior porcentagem de populacdo afrodescendente e os individuos que moram em Salvador
apresentam maior ancestralidade africana que os nascidos no interior do estado. O presente
estudo verificou a associagdo entre maior ancestralidade genética africana e genes de
suscetibilidade ao CaP em pacientes do estado da Bahia oriundos do setor particular e publico de
servico a saude. Participaram do estudo 189 homens com CaP, sendo 82 atendidos no servigo
privado e 107 no servigo publico e 112 homens saudaveis atendidos no servi¢o publico. Foram
utilizados 9 marcadores informativos de ancestralidade (AIM) para estimar a ancestralidade
genética e quatro genes de suscetibilidade: CYP3A4, CYP17, GSTM1 e GSTT1.No grupo caso
houve maior contribuicdo europeia (47%) e no grupo controle maior contribuicéo africana (43%).
Entre os genes de suscetibilidade, observou-se que o gendtipo GG, bem como a associa¢do dos
genotipos GG+AG na variante CYP3A4-392 A>G estiveram relacionados ao aumento do risco de
CaP tanto de modo global, bem como em individuos com maior ancestralidade africana, além de
estarem associado positivamente com o aumento da agressividade do tumor para esta populagéo.
A variante CYP17-34 T>C ndo apresentou relacdo com aumento do risco para o CaP entre casos
e controles, mas ao estratificar a populacdo observou-se maior risco associado ao genotipo
heterozigoto (TC) em individuos com maior contribuigdo africana, mas ndo houve relagdo entre a
variante e o0 aumento da agressividade do tumor. Por fim, o genétipo GSTM1-0 esteve associado
ao aumento do risco para o CaP de modo geral, mas ndo esteve relacionado com o aumento da
agressividade do tumor. Estes resultados podem auxiliar estudos de associagdo entre CaP e maior
suscetibilidade de populacGes afrodescendentes e assim, ajudar na melhoria das estratégias em
torno de programas de salde que visem ampliar a triagem e o diagndstico precoce para esta
popula¢bes mais vulneraveis.

Palavras-chave: Cancer de prostata, Suscetibilidade genética, Genes.
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ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is one of the most common types of cancer in men worldwide and also in
Brazilian male population. The incidence, mortality and PCa aggressiveness are higher in black
men. According to the IBGE, Bahia is the state with the highest percentage of people of African
descent and people who live in Salvador has the largest African ancestry born in the state. The
present study sought to determine the association between African ancestry and greater
susceptibility genes in PCa patients of Bahia state from public and private sector health service.
The study included 189 men with PCa, 82 served in the private and 107 public service and 112
healthy men served in the public service. We used ancestry informative markers 9 (AIM) to
estimate genetic ancestry and 4 susceptibility genes, among them: CYP3A4, CYP17, GSTML1 e
GSTT1. The case group was greater European contribution (47%) in the control group and largest
African contribution (43%). Between susceptibility genes, it was found that the GG genotype,
and the association of the genotypes GG + GA in CYP3A4-392A>G varinatwere associated with
an increased risk of PCa so both overall as well as for individuals with higher African ancestry,
and are positively associated with increased tumor agressivadade for this population. The variant
CYP17-34T>C gene was not associated with increased risk for PCa between cases and controls,
but to stratify the population was more strongly associated with the risk genotype (TC) in
subjects with higher African contribution, but there was no relationship between the variant and
increased tumor aggressiveness. Finally, GSTM1-0 genotype was associated with increased risk
for CaP generally, but not correlate with increasing tumor aggressiveness. These results may help
studies of association between PCa and greater susceptibility of African descent populations and
thus help improve strategies around health programs aimed at increasing screening and early
diagnosis for this most vulnerable populations.

Keywords: Prostate Cancer, Genetic Susceptibility, Genes
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1. INTRODUCAO

1.1 Glandula prostatica

A prostata € uma glandula exdcrina que compde o sistema reprodutor masculino e esta
localizada anteriormente ao reto e inferiormente a bexiga, circundando parte da uretra (Figura 1).
Ao redor da glandula hd um estroma formado por fibroblastos, masculo liso, nervos e vasos
linfaticos. Sua funcdo é produzir um fluido de pH alcalino que compde parte do sémen, o liquido
prostatico que protege, nutre e facilita a locomog¢do dos espermatozoides. Na regido posterior da
glandula, sdo localizadas as vesiculas seminais que formam a maioria do fluido de sémen e se

ligam a prostata pelo ducto ejaculatorio (SAMPAIO, 1999).

Uretra

Pénis
Testiculo Prostata
Escroto

Figura 1- Localizacdo anatdmica da prdstata na pelve.
FONTE: http://drscarpa.site.med.br/index.asp?PageName=Doen-E7as-20da-20Pr-F3stata

A prostata é formada por varias zonas histoldgicas distintas (Figura 2): a zona central, que
rodeia os canais ejaculadores, por onde 0 esperma vai passar para a uretra (cerca de 25% do
0rgdo); a zona de transi¢do, onde se desenvolve o aumento benigno ou hiperplasia benigna da

prostata (5 a 10% da préstata normal); zona periférica, de onde mais frequentemente se originam
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os tumores malignos ou cancer da préstata (e que corresponde a 70% da prostata normal) e a zona
ou estroma fibromuscular anterior, parte ndo glandular, composto por tecido muscular e fibroso
(SAMPAIO, 1999).

X
¢ Zona de Transigho
N

% _,,-”"r Zona Pariférica

Figura 2 -Anatomia zonal da prostata
FONTE: http://urologia-on-line.blogspot.com.br/2009/10/hiperplasia-prostatica-benigna.html

Apols a puberdade, a prostata apresenta grande desenvolvimento e a partir da quinta
década de vida tem grande propenséo a alteracBes patologicas, como a prostatite, a hiperplasia
prostatica benigna e o cancer de prostata (CaP). A capsula fibromuscular ao redor da prostata é
considerada um limite anatdmico para o estadiamento e prognostico do CaP. Com o crescimento
do nddulo hiperplasico, o estroma fibromuscular é englobado, resultando em distorcdo da
arquitetura prostatica. O tecido glandular periférico a hiperplasia fica comprimido, formando o
plano de clivagem denominado cépsula cirdrgica e que € utilizado durante o tratamento cirurgico
como guia para retirada do nddulo da hiperplasia. No CaP, este plano de clivagem, ou céapsula
cirlrgica, ndo se forma, pois, normalmente, o CaP desenvolve-se na zona periférica apresentando

crescimento multidirecional (CERRI et al., 1996).
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1.2 Cancer de Prostata

1.2.1 Epidemiologia

As projecdes feitas pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimam que 0s casos de
cancer deverdo aumentar a cada ano. Para o ano 2030, sdo esperados 27 milhGes de casos
incidentes e 17 milhGes de mortes por céncer, especialmente em paises em desenvolvimento
como o Brasil que estimou para 2013 a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de
cancer (BRASIL, 2011).

Entre todos os tipos de cancer, o CaP é a quinta neoplasia mais frequentes no mundo. Para
0os homens, ela é a segunda mais frequente e a sexta responsavel por mortes. As taxas de
incidéncia do CaP variam mais do que 70 vezes em todo 0 mundo. As taxas mais altas foram
registradas principalmente nos paises desenvolvidos da Europa, América do Norte e Oceania, em
grande parte, porque a avaliagdo do antigeno prostatico especifico (PSA) é amplamente utilizada
e detecta clinicamente tumores importantes, bem como outros nédulos de crescimento lento que
poderiam ter escapado no exame de toque. As menores taxas foram observadas em diversas
regies da Asia (WHO, 2008).

No Brasil, entre 0s homens, o CaP também é a segunda neoplasia mais comum e a
segunda em namero de mortes. De acordo com os dados do INCA, foram estimados 46.330
novos casos de CaP no Brasil para 2005, 49.530 casos para 2008 e para 2013 a estimativa é que
ocorram mais de 60.000 novos casos com risco estimado de 62 casos novos para cada 100.000
homens/ano. No Nordeste, a estimativa de ocorréncia de novos casos para o CaP foi 43/100.000
homens/ano e para a Bahia foi 40/100.000 homens/ano (BRASIL, 2004, 2007, 2011).

O aumento da incidéncia do CaP no Brasil deve-se a dois fatores: envelhecimento da
populacdo, traduzido pelo aumento da expectativa de vida, e melhora das técnicas diagndsticas e
da qualidade dos sistemas de informacdo (BRASIL, 2011).

1.2.2 Diagnostico

A maioria dos tumores iniciais da préstata é assintomatico e o diagndstico precoce é
realizado através de exames periddicos de dosagem do antigeno prostatico especifico (PSA) e do
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exame fisico ou toque retal da prostata. Estes exames podem indicar a existéncia da doenca,
necessitando da realizacdo de uma ultrassonografia transretal (USTR), que por sua vez, podera
sugerir a realizacdo da bidpsia prostatica transretal. A periodicidade do teste de PSA e do toque
retal € motivo de discussdo, mas a maioria dos consensos sugere testes anuais entre os 50 e 80
anos (SBU, 2010).

A maioria dos tumores da prdéstata é localizado na zona periférica e podem ser detectados
através do toque retal quando o volume tumoral é maior ou igual a 0,2 ml. Porém, o PSA alterado
tem sido considerado o melhor preditor de cancer quando comparado com o toque retal e o
USTR. Em 18% dos pacientes o diagndstico é feito somente com alteracdo ao toque, mas 45%

dos diagnosticos sdo feitos somente com alteragcdes no PSA (RICHIE et al., 1993).

1.2.3 Indicadores Prognosticos

Apos o diagnostico da doenca é importante avaliar qual o estdgio em que o cancer se
encontra para que decisdes terapéuticas sejam escolhidas. Os parametros clinico-patoldgicos mais
utilizados para o progndéstico do CaP sdo: valor do PSA, o grau histolégico e o estadiamento
(SBU, 2006).

1.2.3.1 PSA

O PSA é uma glicoproteina de cadeia simples que pertence a familia das calicreinas e é
produzida quase que exclusivamente pelas células epiteliais prostaticas (WANG, 1979). Ele é
uma protease 6rgdo-especifica e seus niveis séricos podem estar elevados na presenca de
hiperplasia prostatica benigna, prostatite e outras condi¢cdes ndo neoplésicas (CATALONA et al.,
1994).

De uma maneira geral, considera-se PSA alto o valor maior do que 4 ng/ml no soro, sendo
uma indicagdo para biopsia. Quando este valor se situa entre 4 e 10 ng/ml, ha uma possibilidade
de CaP em cerca de 30% dos casos e, se este nivel é superior a 10 ng/ml, as chances aumentam
em cerca de 70%. Ao mesmo tempo, o PSA dentro da faixa de referéncia (até 4 ng/ml) ndo afasta
a possibilidade de cancer. Aproximadamente 20% dos pacientes com CaP podem apresentar nivel
de PSA sérico dentro dos valores de referéncia, ndo descartando portanto, a necessidade do
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exame de toque e, dependendo deste, a necessidade de outros procedimentos complementares
como a ultra-sonografia transretal por exemplo (DAMIAO; CARRETIE, 1997).

1.2.3.2 Grau Histoldgico (Escore de Gleason)

O grau histolégico do CaP ¢é classificado através do escore de Gleason, sistema
desenvolvido por Donald F. Gleason em 1974 e que foi recomendado pela OMS em 1993. Este
escore € utilizado para classificar a extensdo da doenca, particularmente com o risco de
acometimento extraprostatico. Para tanto, os patologistas atribuem uma pontuacgdo de 2 a 10 com
base nos padrbes de arquitetura dos tecidos. Considera-se que tumores com escore de Gleason
igual ou maior que 7 sdo biologicamente agressivos e apresentam crescimento rapido, com escore
5 ou 6, tumores com agressividade e crescimento intermediarios e tumores com escore 2 e 4, com
agressividade biologicamente menor e crescimento lento (BRASIL, 2002).

O escore final é uma combinacdo de dois valores diferentes que refletem o grau
histologico da doenca baseando-se no distanciamento entre as células neoplasicas e as células
normais em duas regides diferentes do tumor. O aspecto histoldégico da material coletado é
classificado em grau 1 a grau 5, conforme os critérios apresentados a abaixo: (Figura 3).

Grau 1 - A préstata cancerosa se parece muito com o tecido normal. As glandulas séo
pequenas, bem formadas e muito proximas, compactas e menos invasiva, lembrando que suas
células ja apresentam anaplasia.

Grau 2 - O tecido ainda possui glandulas bem formadas, mas elas sdo maiores e possuem
mais tecido entre si (estroma).

Grau 3 - O tecido ainda possui glandulas reconheciveis, com disposicdo mais aleatoria e
as células sdo mais escuras, devido ao seu carater mais aciddfilo pela intensa mitose e alteragdes
no nucleo. Algumas destas células deixam as glandulas e comecam a invadir o tecido
circundante.

Grau 4 - O tecido possui poucas glandulas reconheciveis. Muitas células estdo invadindo
0 tecido circundante. Comeca a haver perda da caracteristica estrutural de uma glandula
prostatica, com oclusdo da luz nas glandulas e os nicleos hipercorados.

Grau 5 - O tecido ndo possui glandulas reconheciveis e ocorre perda total da arquitetura

glandular.
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Figura 3 - Diagrama do padréo de Gleason (1-muito bem diferenciado; 2- bem diferenciado; 3-
moderadamente diferenciado; 4- pouco diferenciado; 5- muito pouco diferenciado)

FONTE: http://urologia-on-line.blogspot.com.br/2009/10/hiperplasia-prostatica-benigna.html

1.2.3.3 Estadiamento

A determinacdo do estagio do CaP significa 0 qudo longe o céancer se espalhou. A
avaliagdo do estadiamento do CaP é baseado em dois sistemas. O Sistema TNM, adotado a partir
de 1994, descreve a extensdo anatdmica da doenca e tem por base a avaliacdo de trés
componentes: T - a extensdo do tumor primario; N - a auséncia ou presenca e a extensdo de
metastase em linfonodos regionais e M - a auséncia ou presenca de metéstase a distancia. A
adicdo de numeros a estes trés componentes indica a extensdo da doenca maligna (Quadro 1)
(BRASIL, 2004). Em 2002, o “American Joint Committeeon Cancer” (AJCC) revisou a
classificagdo do sistema TNM adicionando a ele o grau de diferenciacdo da neoplasia (grau de
Gleason) e agrupando o CaP em estadios de | a IV (Quadro 2) (GREENE et al., 2002).
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Tl N&o palpavel ou visivel
Tla <5%
T1b > 5%
Tlc Biopsia por agulha
T2 Tumor confinado a prostata
T2a < metade de um lobo
T2b > metade de um lobo
T2c Ambos os lobos
T3 Atraveés da capsula prostatica
T3a Extracapsular
T3b Vesicula(s) seminal(ais)
T4 Fixo ou invade estruturas adjacentes: colo vesical,
esfincter externo, reto, musculos elevadores do anus,
parede pélvica
N1 Linfonodo(s) regional(is)
Nla Linfonodo(s) nédo regional(is)
N1b Osso(s)
N2c Outra(s) localizagdo(0es)

Quadro 1- Sistema de estadiamento TNM para o CaP.
Fonte: BRASIL (2004).

Estagio T N M Gleason
| la 0 0 Baixo (2-4)
. la, 0 0 | Intermedirio ou Alto (5-10)
1b,1¢,2| 0 | 0 (2-10)
1T 3 0 |0 (2-10)
4 0 |0 (2-10)
IV 1-4 1 |o (2-10)
1-4 [1lou2| 1 (2-10)

Quadro 2 — Sistema de estadiamento AJCC para o CaP.
Fonte: GRENE et al. (2002).

1.2.3.4 Classificacéo do risco de progressao e agressividade

O método mais facil e mais comumente utilizado para avaliagdo de progndstico e para
escolha do melhor tratamento € a estratificacdo do risco de progressdo e agressividade do CaP,
desenvolvido por D'Amico e colaboradores (1998) no qual os pacientes séo classificados nas
categorias: baixo, intermediario e alto risco/agressividade com base no valor de PSA pré-
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operatorio, estagio clinico e escore de Gleason (Quadro 3). Porém, considerando apenas o
Gleason, pode-se simplificar essa classificagdo em: doenca menos agressiva, quando o Gleason <
7 e mais agressiva, quando o Gleason >7 (BANGSI et al., 2006).

Risco Estadiamento Gleason PSA
Baixo T1-T2a e 2-6 e <10
Intermediéario T2b-T3a ou |7 ou |10-20
Alto >T3a ou | >7 ou | >20

Quadro 3 - Estratificagdo do risco para o CaP.
Fonte: D’Amico et al. (1998)

1.2.4 Fatores de risco

Existem trés fatores de risco associados ao CaP bem descritos na literatura: idade, raca e

historia familiar.

1.2.4.1 Idade

O mais evidente fator de risco para o CaP é a idade. Cerca de 80% dos pacientes sao
diagnosticados apds 65 anos (GRONBERG, 2003). Em torno de 60% dos homens acima dos 80
anos apresentam neoplasia priméria da préstata quando a glandula é estudada através de cortes
seriados. E a expectativa é que esse tumor devera acometer todos os homens que chegarem aos
100 anos (SROUGI, 1999).

Um estudo realizado pela Vigilancia Epidemiolégica dos Estados Unidos avaliando dados
de 2000 a 2008 revelou que a taxa de incidéncia do CaP para homens com idade entre 40-44 anos
foi 9,2 casos para cada 100.000 homens/ano e que essa taxa se elevou para 984,8/100.000
homens/ano entre homens na faixa etéaria de 70 a 74 anos (HOWLADER et al., 2012).

1.2.4.2 Historia familiar

A histéria familiar é também um fator de risco primario para essa neoplasia, porém apenas

5 a 10% dos casos de CaP podem ser explicados a partir de alteragbes em genes de
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susceptibilidade (COUGHLIN; HALL, 2002). De acordo com Srougi (1999), o risco aumenta 2
vezes quando um parente de 1° grau (pai ou irmdo) é acometido pelo problema, 5 vezes com dois
parentes de 1° grau e 10 vezes com trés parentes de 1° grau.

Além disso, foi observado que na existéncia de histéria familiar positiva para CaP, o
aparecimento desta neoplasia ocorre mais precocemente. No estudo conduzido por Gronberg e
colaboradores (1999), em 5.706 filhos de homens suecos que tinham diagnéstico de CaP, foi
mostrado que, enquanto o risco cumulativo para CaP na populagdo em geral com idade de 60, 70
e 80 anos é respectivamente de 0,45%, 3% e 10%, para filhos de homens com CaP este risco
aumentava para 5%, 15% e 30%, respectivamente.

1.2.4.3 Héabitos alimentares e obesidade

O estilo de vida, principalmente dieta rica em carne, gordura e produtos lacteos, que
podem levar a obesidade, tem sido reportado como um importante fator na evolucdo desse
cancer. 1sso porque a obesidade esta associada com alteragGes nos niveis de inlmeros horménios
incluindo fator de crescimento (IGF-1), estrogeno, testosterona, leptina, adiponecitina e insulina,
além de aumentar a producgdo de mediadores inflamatorios, eventos importantes para a progresséo
do CaP (MASSENGILL et al., 2003; NELSON et al., 2003; WEISS et al., 2007).

Em homens obesos o diagndstico de CaP é dificultado por alguns fatores. Primeiro, o
nivel de PSA, que tem sua producdo regulada pela testosterona, é baixo e dessa maneira
compromete a indicacdo da necessidade de realizar bidpsia e assim diagnosticar o CaP. Segundo,
Freedland e colaboradores (2006), o tamanho da prostata de homens obesos é maior, 0 que
dificulta a localizacdo do tumor através de bidpsia. A dificuldade para detectar o CaP em homens
obesos pode levar ao diagndstico tardio e nesse momento a doenga ja poderia encontrar-se em
estagio avangado. Esse fendmeno foi chamado por Parekh et al. (2010) de “deteccdo enviesada”.
Considerando esses fatores, pode-se evidenciar um aparente paradoxo: espera-se menor
incidéncia de CaP em homens obesos, devido a dificuldade de detec¢do mas, por outro lado, esse
grupo apresenta aumento do risco de progressao e também maior risco de mortalidade (PAREKH
et al., 2010).

1.2.4.4 Raca
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A incidéncia e a mortalidade pelo CaP variam substancialmente entre areas geogréaficas e
grupos raciais, e o0s afroamericanos parecem ser desproporcionalmente mais afetados
(CRAWFORD, 2009). As taxas dessa doenca variam cerca de 25 vezes em todo mundo sendo
as taxas mais baixas encontradas geralmente em povos asiaticos variando de 1,4 a 50,2 casos a
cada 100.000 homens por ano. As maiores taxas ocorrem em norte-americanos: para homens
brancos as taxas variam entre 78 e 135 casos a cada 100.000 homens por ano e em homens
afrodescendentes essas taxas aumentam relativamente, variando entre 139,1 e 216 casos a cada
100.000 homens por ano (CURADO et al., 2007). Os estudos de Brawley (1998) e Littrup (1997)
mostraram que afroamericanos desenvolvem a doengca 1,5 vez mais frequentemente que 0s
brancos da mesma idade.

Além da maior incidéncia de CaP em homens com ancestralidade africana foi observado
que a doenga é mais agressiva, representada pela taxa de mortalidade duas vezes maior do que a
observada em outros grupos raciais (HOWLADER, 2012). Os valores progndsticos do PSA, do
grau de Gleason e do estagio da doenca, por exemplo, sdo maiores em afroamericanos do que em
homens brancos (MOUL et al., 1995; FOWLER et al., 1999; FREEDLAND et al., 2000). Fatores
como status socioeconémico, predisposicdo genética e obesidade estdo entre as justificativas para
essa heterogeneidade.

1.3 Fatores associados as elevadas taxas de CaP em homens negros

1.3.1 Nivel socioecondmico

Abbott e colaboradores (1999) observaram que o0s homens negros tém menor
conhecimento sobre o CaP e subestimam o risco da doenga em comparagdo com homens
caucasianos. Esse baixo nivel de esclarecimento sobre CaP entre os homens negros justifica-se
pelo baixo nivel de escolaridade e nivel socioeconémico (MAGNUS, 2004).

Em 2012, Pedersen e colaboradores revisaram 33 estudos realizados, a maioria nos EUA,
e identificaram fatores individuais, culturais e sociais que podem ter impacto sobre a prevencao
do CaP em homens negros e a decisdo de serem testados para o CaP. Foram relacionados diversas
situacBes: mal-entendido a respeito dos métodos de diagndstico e tratamento foram

generalizadas; os testes para diagnostico do CaP e tratamento foram vistos como uma ameaca a
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masculinidade; desconfian¢a no sistema de cuidado da saude, o acesso limitado a cuidados da
salde e a falta de confiangca em relagdo aos profissionais de satde também foram destaque.

O desconhecimento sobre o CaP diminui a probabilidade de participagcdo em triagens
clinicas e o reconhecimento de sintomas que levem a procura por diagndstico e tratamento tardios
justificariam as altas taxas epidemioldgicas da doenca em individuos afroamericanos (O’DELL et
al., 1999).

No Brasil, cerca de 36% dos negros fazem parte da classe socioeconémica baixa, contra
19% dos brancos, enquanto que a maioria dos brancos (29%) compdem a classe socioecondmica
alta (IBGE, 2011). Esta heterogeneidade também se reflete no Sistema de Salde Brasileiro
organizado entre servigo publico (Sistema Unico de Satde - SUS) e privados (planos de satde e
consultas particulares).

A gratuidade e a renda insuficiente fazem com que a clientela do SUS seja amplamente
formada pelas faixas de renda familiar per capita que compdem 0s menores decis, ou seja, 0S
mais pobres. Quando considerado o grupo populacional de menor renda familiar per capita
(primeiro decil = até R$22,00), em 1998, a clientela do SUS aumentou para 79,64%, enquanto
diminui para 7,84% no Gltimo decil (acima de R$1.240,00) (RAMOS, 2001). Em contra partida,
os planos privados de assisténcia cobrem apenas uma parcela especifica da populagéo brasileira:
pessoas de maior renda familiar, de cor branca, com maior nivel de escolaridade, inseridas em
determinados ramos de atividade do mercado de trabalho, moradores das capitais/regides
metropolitanas (PINTO; SORANZ, 2004).

1.3.2 Genes de suscetibilidade

Alguns genes ja foram descritos como fortes candidatos a suscetibilidade ao CaP em
homens negros, principalmente aqueles envolvidos em rotas metabdlicas importantes para o
desenvolvimento do tumor.

1.3.2.1 CYP3A4 e CYP17

O citocromo P450 (P450 ou CYP) é uma familia de enzimas pertencente ao grupo das
hemes-proteina que estdo primariamente ancorados na bicamada lipidica do reticulo
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endoplasmatico liso dos hepatdcitos. As moléculas sobre as quais essas enzimas atuam podem ser
de origem enddgena como A&cidos graxos, colesterol e hormdnios esterdides, bem como
compostos exdgenos como drogas, pesticidas, aditivos de alimentos e outros compostos quimicos
(DEVLIN, 2002).

O CYP apresenta varias isoformas, que sdo formas multiplas de uma mesma enzima que
catalisam o mesmo tipo de reacdo, neste caso de oxidagédo, apresentando afinidade por substratos
diferentes.Atualmente, mais de 60 isoformas do CYP estdo identificadas em humanos, as quais
sdo classificadas de acordo com as convencOes da biologia molecular e identificadas por um
namero arabico indicando a familia (membros de uma mesma familia sdo os que apresentam
mais de 40% de aminoacidos idénticos); seguido de uma letra em caixa alta que indica a
subfamilia (55% de aminoacido idénticos) e outro nimero representando o gene na subfamilia
(NELSON et al., 1993).

Dois importantes CYPs estdo envolvidos no metabolismo da testosterona, o0 CYP3A4 e 0
CYP17, e a atividade destes genes pode ser afetada por polimorfismos genéticos que ocorrem
com maior frequéncia em alguns grupos populacionais, como em afroamericanos, e ajudam a
entender porque esta populagdo € mais propensa a desenvolver algumas doengas, como por
exemplo, o CaP.

O gene CYP3A4, localizado no cromossomo 7¢21.3-g22.1, apresenta 27.592 pares de
bases de comprimento e possui 13 exons (LAMBA et al. 2002). A enzima codificada pelo
CYP3A4 tem papel importante na oxidacdo de testosterona (23, 6B-, ou-15f hidroxitestosterona) e
estrogénio (4a- e 16a-hidroxilagdo) (Figura 4). A substituicdo de adenina para guanina na
posicdo 392 da regido reguladoradeste gene pode levar a reducdo potencial de oxidacdo de
testosterona, permitindo  maior biodisponibilidade do horménio para ser metabolizado
intracelularmente a sua forma biologicamente ativa, a dihidroxitestosterona, o principal hormdnio
androgénico envolvido na regulagdo do crescimento da prostata (KESHAVA et al., 2004).

O gene CYP17 esta localizado no cromossomo 10924.3 e é constituido de 8 éxons. Este
gene codifica a enzima citocromo p450c17 (17a -hidroxilase/17,20-Liase), que catalisa duas
reacbes 17-hidroxilase e 17,20-liase, essenciais para a biossintese de glicocorticoides e
hormdnios sexuais (Figura 4). O primeiro passo na via de biossintese envolve a conversdo de
colesterol em pregnenolona pela CYP11A1. Subsequentemente, pregnenolona é convertida em
17-hidroxipregnenolona e, em seguida, a dehidroepiandrosterona, um precursor da testosterona,
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pelo P450c17 o enzima. Assim, as enzimas codificada pelo gene CYP17 constituem um passo
limitante da velocidade na biossintese androgénica. A mutagdo CYP17-34T>C cria um segundo
sitio promotor e aumenta a transcri¢cdo do gene, elevando a biodisponibilidade da testosterona e
assim, a proliferacdo celular prostatica (FAN et al., 1992).

Uma variante genética na regido reguladora 5’ do o gene CYP3A4, denominada CYP3A4-
392A>G (rs2740574) foi associada a estadgios mais agressivos do CaP principalmente na
populacdo afroamericana (REBBECK et al., 1988; PARIS et al., 1999; ZEIGLER-JOHNSON et
al., 2002; BANGSI, et al. 2006; ZHOU et al., 2012; TAIOLI, et al., 2013). Uma mutacao
(rs743572) na regido promotora 5’ do gene CYP17 conhecida como CYP17-34T>C, também foi
identificada por aumentar o risco para o CaP em afroamericanos com avanco clinico rapido da
doenca (GSUR et al., 2000; KITTLES et al., 2002; TAIOLI, et al., 2013; BEUTEN et al., 2008;
SARMA et al., 2008).

Sterol biosynthesis

l - 20B-hydroxycholesterol —_
Cholesterol Pregnenolone
20a-hydroxycholesterol i

17a-,20a-dihydroxycholesterol

17a-hydroxypregnenolone Dehydroepiandrosterone——— Androstenediol

AT

C21-steroid hormone metabolism

™~ CYP17 CYP3A4
17a-hydroxypregesterone Androstenedione «+—— » Testosterone Hydroxylation of testosterone

Figura 4 - Metabolismo da testosterona com destaque para os genes CYP3A4 E CYP17.
Fonte: Beuten et al. (2009)

1.3.2.2 Genes GSTs

As glutationas S-transferases (GSTs) formam uma familia multigénica com quatro
diferentes classes de isoenzimas da fase II: a, p, m e 0; incluindo os locos GSTM1(p), GSTT1(6)
¢ GSTP1(m). As GSTs constituem um importante sistema enziméatico do mecanismo celular de

detoxificacdo e estdo envolvidas no metabolismo de xenobi6ticos que incluem carcindgenos
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ambientais, espécies reativas de oxigénio e agentes quimioterapéuticos (GATTAS et al., 2004). A
reacdo de conjugacdo do grupo sulfidrilico da glutationa com grupos eletrofilicos de compostos
xenobidticos, catalisada pelas GSTs, torna os produtos da reacdo menos toxicos e mais sollveis
em agua, facilitando sua excre¢do (NELSON, 2000).

Segundo Hatagima (2002), todos os genes da classe mu foram mapeados no brago curto
do cromossomo 1, e especificamente o gene GSTM1 esté localizado em 1p13. O gene GSTT1 tem
8,1 kb, foi mapeado no cromossomo 22q1l1.2 e apresenta dois diferentes alelos funcionais
(GATTAS et al., 2004). De maneira semelhante ao gene GSTM1, existe uma dele¢io do GSTT1
aparentemente causada por uma recombinagcdo homologa envolvendo duas sequéncias altamente
repetitivas que flanqueiam o gene (HA3 e HAS), resultando na perda de 54 kb que contém o gene
inteiro (PARL, 2005). Individuos com pelo menos um alelo funcional para GSTM1 e GSTT1
estdo agrupados nos tipos de conjugagéo positiva e sdo chamados GSTM1-positivos e GSTT1-
positivos respectivamente. Por outro lado, os individuos que possuem delecdo dos genes e,
consequentemente a auséncia ou a forma inativa das enzimas, sdo denominados de portadores do
genotipo “GSTM1-nulo” (GSTM1*0) e “GSTT1-nulo” (GSTT1*0).

A falta ou reducéo da atividade dessas enzimas, observada em individuos com o gendétipo
nulo ou com variantes polimorficas, pode causar o acimulo de componentes metabdlicos. Estes
componentes podem ligar-se covalentemente ao DNA formando adutos e provocar mutagdes em
genes criticos como oncogenes e/ou supressores tumorais aumentando a probabilidade do
desenvolvimento de neoplasias. Segundo Autrup (2000), individuos classificados como GSTM1-
nulo devem teoricamente ter alto nivel de adutos comparados com individuos que expressam o
gene.

As frequéncias de homozigotos para as dele¢fes dos genes GSTM1 e GSTT1 variam
significativamente entre grupos étnicos. Ambas as cOpias do gene GSTM1 estdo ausentes em
aproximadamente 50% dos homens brancos e asiaticos, e em cerca de 30% dos afroamericanos.
Em contraste, ambas as cdpias do gene GSTT1 séo eliminados em aproximadamente 50% dos
homens asiaticos e em cerca de 20% dos homens brancos e afroamericanos (ARRUDA et al.,
1998).

A relacdo entre GSTs e o CaP ainda ndo estd bem estabelecida, mas uma recente
metanalise sugeriu que pessoas com genotipo GSTM1-nulo, com gendtipo nulo duplo para os
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genes GSTM1 e GSTT1, ou com genotipo GSTT1-nulo e o polimorfismo A131G no gene GSTP1
estéo associados a riscos elevados de CaP (GONG et al. 2012).

A relacéo entre 0sGSTs e a suscetibilidade ao CaP em afroamericanos também tem sido
pouco investigada, mas um estudo realizado com afrodescendentes caribenhos sugeriu associacéo
entre GSTT1 funcional e maior suscetibilidade ao CaP (PEDERSEN et al., 2012). Em estudo de
metanalise, Taioli e colaboradores (2011), encontraram associa¢do positiva entre GSTM1-nulo e
CaP em afroamericanos fumantes (OR: 1,28, IC 95%: 1,01-1,56), porém, em caribenhos e

africanos, GSTM1-nulo, bem como GSTT1-nulo, apresentaram efeito protetor.

1.3.3 Obesidade

O estudo de Spangleret e colaboradores (2007) observou que afroamericanos com CaP
s80 mais obesos e mais propensos a estagios avancados da doenca que os brancos com CaP, e
sugeriram que a obesidade pode ser um importante fator que ajudaria a tornar esse grupo
suscetivel ao CaP, influenciando tanto na incidéncia como também na resposta ao tratamento da
doenca. Porém, Su e colaboradores (2011) estudaram 1.049 afroamericanos e 1.083 americanos
caucasianos e encontraram associacdo positiva entre obesidade e CaP agressivo independente da
ancestralidade.

O Indice de Massa Corporal (IMC) é uma medida da gordura corporal total, calculada
partir do peso da pessoa em quilogramas e dividindo este pela altura ao quadrado em metros
(CALLE et al., 2003). De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude, os homens com IMC de
30 ou mais sdo considerados obesos.

A sindrome metabdlica refere-se a um conjunto de condicfes, as quais servem como
fatores de risco para as doencas cardiovasculares e apresenta a resisténcia a insulina como a
caracteristica definidora (REAVEN, 1988). O aumento na prevaléncia da sindrome metabdlica
nos EUA ocorre em paralelo com as taxas de prevaléncia de obesidade. As estimativas de
prevaléncia da sindrome metabdlica indicam que homens afroamericanos apresentam maiores
taxas (16,4%) em comparagdo com os homens e mulheres de outros grupos raciais (FORD et al.,
2004). Beebe-Dimmer e colaboradores (2010) suspeitam que, se houverem diferencas raciais na
biologia subjacente a sindrome, isso poderia ajudar a explicar a variabilidade no risco de CaP. No

estudo realizado por eles, os homens afroamericanos participantes do estudo apresentaram taxas
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significativamente maiores de hipertensdo e diabetes em comparacdo com individuos caucasiano,
caracteristicas associadas com consequéncias mais graves da doenca cardiovascular entre
afroamericanos. Desse modo, 0s autores suspeitam que a mesma relacdo pode ser extrapolada

para 0 CaP.

1.4 Ancestralidade

De acordo com o IBGE (2011) a Bahia ¢é o estado que apresenta a maior porcentagem de
populacdo afrodescendente (negra e parda) por autodenominacdo (76,6%), em Salvador, esse
percentual é de 81,9%, porém esses dados pode ndo refletir o grau de contribuicdo genética de
grupos ancestrais.

Cavalli-Sforza e Bodmer (1971) mostraram que a frequéncia de algumas variantes
genéticas é diferente entre populagdes e/ou regides geogréficas distintas, portanto esses variantes
podem ser utilizadas em estimativas de composicdo ancestral de populag6es hibridas. A precisdo
na avaliacdo da contribui¢do ancestral numa populagdo é diretamente proporcional a magnitude
da diferenca das frequéncias dos marcadores entre as populagdes ancestrais, variantes com estas
caracteristicas sdo chamadas de marcadores informativos de ancestralidade (AlMs) (PARRA, E.
et al., 1998). A anélise destes marcadores é importante para descricdo da diversidade genética
populacional, reconstrugdo historica dos povoamentos (CALLEGARI-JACQUES; SALZANO,
1999; YANAGIHARA et al., 1995) e estimativa de contribuicdo das populagdes ancestrais na
formacdo de populagfes miscigenadas (SHRIVER et al., 2003; PARRA, E., et al., 1998;
PARRA, E., et al.,, 2001; PRITCHARD; DONNELLY, 2001; TSAI et al., 2006) estudos de
mapeamento genético e associacdo com doencas (SHRIVER, 1997).

Poucos estudos foram realizados para inferir a diversidade ancestral a partir de dados
genéticos na populacdo baiana. Alguns trabalhos foram realizados, por exemplo, em
remanescentes de quilombos (ABE-SANDES et al., 2004; BARBOSA et al., 2006). Em
Salvador, Machado (2008) estudou 1286 individuos utilizando de 10 AIMs e encontrou que a
contribuicdo africana, europeia e amerindia foi 49,2%, 36,3% e 14,5%, respectivamente,
porcentagem semelhante ao que foi observada no estudo de Felix et. al. (2010) em uma amostra
de doadores de sangue na populagéo da Bahia.
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Os mesmos marcadores foram analisados em uma amostra de 517 individuos da Bahia
composta por brancos (17,2%), mulatos (77,5%) e negros (4,3%), classificados fenotipicamente.
Nesse trabalho, foi observado que a contribuigdo africana foi 30% nos individuos classificados
como brancos; 47% nos mulatos em geral, sendo 33% nos mulatos claros, 50% nos mulatos
médios e 62% nos mulatos escuros; e 62% nos negros (BOMFIM, 2008).

Paschoalin e colaboradores (2003) analisaram a ancestralidade de pacientes com CaP
utilizando VNTRs (VariableNumberof Tandem Repeats) também conhecidos como
minissatélites, que sdo marcadores genéticos altamente polimorficos gerados por maltiplas cépias
de um pequeno segmento de DNA (geralmente composto por mais de 10 bases). Apesar das
limitagBes de trabalhar com VNTRs, como a alta taxa polimérfica, o estudo conseguiu observar, a
partir da analise de 473 voluntarios na cidade de Ipira-BA, que havia maior prevaléncia de CaP

entre os individuos com maior ancestralidade africana.

1.4.1 Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs)

1.4.1.1 Insergédo/Delecdo (SERPINC1 - AT3)

A antitrombina 11 (AT3) é um membro da familia dos inibidores da serina proteinase. Ela
inativa, irreversivelmente, varias proteinases de coagulacdo, tais como os fatores 1Xa, Xa, Xlla e
trombina. O gene SERPINC1 que codifica a AT3 localiza-se no cromossomo 1 (1925.1), possui
19kb e sete éxons. Um dos seus polimorfismos do tipo insercdo/delecdo (rs3138521) apresenta
comprimento de 76bp na regido 5 do éxon 1 (LIU et al., 1995). A presenca desta insergdo
(utilizando os primers descritos por PARRA, E., et al., 1998) gera um fragmento de 572bp e
caracteriza o alelo AT3-1/D*1, mais frequente na populacgdo africana.

1.4.1.2 Insercgdes Alu (SB19.3, APO e PV92)

As insercOes Alu séo repeticdes intercalantes curtas (SINE, do inglés short interspersed
repetitive elements) diméricas de aproximadamente 300pb, e representam 10% do genoma
humano. Cada elemento Alu é um retrotransposon homdlogo ao gene 7SL RNA e que se

movimenta através do genoma de primatas por um processo definido como retrotransposicao.
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Os polimorfismos de insercdes Alu sdo marcadores ideais para estudos evolucionarios
humanos porque a retrotransposicdo produz eventos de insercdo irreversiveis e amplamente
distribuidos, cada qual com o estado ancestral conhecido (WATKINS et al., 2001). Os elementos
Alu podem ser classificados em familias e subfamilias com base na identidade nucleotidica entre
eles.

A inser¢do Alu Sb19.3 (rs3138523) pertence a subfamilia Yb8 e estd localizada no
cromossomo 19p12 (ARCOT et al., 1998). A presenca da inser¢cdo Alu gera um fragmento de
aproximadamente 457pb que caracteriza o alelo Sb19.3*1. Este alelo apresenta frequéncia
elevada em europeus e nativo-americanos.

O AIM Alu APO (rs3138524) esta proximo ao complexo de genes da apolipoproteina Al-
CII-AlIV no brago longo do cromossomo 11 (KARATHANASIS et al., 1986). A presenca da
insercdo Alu gera um fragmento de aproximadamente 409pb e caracteriza o alelo APO*1,
bastante frequente em nativo-americanos e europeus.

O Alu PV-92 (rs3138522) localiza-se no cromossomo 16 (BATZER et al.,, 1994) e a
caracterizacdo do alelo PV92*1 da-se pela presenca da insercdo Alu que gera um fragmento de
aproximadamente 400pb, mais prevalente em populacgdes asiaticas.

1.4.1.3 Marcadores SNP (FY-null, LPL, CKMM e GC)

Os antigenos Duffy, codificadas pelo gene DARC (DuffyAntigen Receptor for
Chemokines), sdo proteinas multiméricas da membrana de eritrocitos compostas por diferentes
subunidades,. Uma glicoproteina de 35 a 45 kD nomeada GPD é a subunidade principal da
proteina complexa e tem as determinantes antigénicas definidas por anti-Fy (a), anti-Fy (b), e os
anticorpos anti-Fy6 (HADLEY et al., 1984). O fenotipo Fy (a-b-) fornece a protecdo completa
para infeccdo pelo Plasmodium vivax.

O sistema de Duffy foi o primeiro grupo sanguineo a ter o locus genético atribuido ao
cromossomo autossdmico especifico, o cromossomo 1 (DONAHUE et al., 1968). A variante
relacionada com o fenétipo Fy (a-b-) teve sua base molecular demonstrada por Tournamille e
colaboradores (1995). Esta € uma transi¢do de uma adenina (A) para uma guanina (G) na posigdo
-46 da regido promotora deste gene (rs2814778). A populacdo europeia praticamente possui
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apenas o alelo A, convencionalmente chamado de alelo FY-null*1, juntamente com os nativos
americanos, enguanto que os africanos apresentam apenas o alelo G.

A lipoproteina lipase (LPL) estd envolvida no metabolismo de triglicérides através do
catabolismo de particulas como quilomicrons e VLDL (do inglés, very low density lipoproteins)
(STEPANOQV; LEMZA, 1993). Uma de suas variantes (rs285) encontra-se no intron 6 do gene
da lipoproteina lipase (LPL), onde o alelo T, também conhecido como alelo LPL*1, encontra-se
mais frequente em populacbes africanas e o alelo C em populagdes asiaticas, sendo que as
populagdes europeias apresentam frequéncias semelhantes desses alelos.

A creatina cinase existe como um dimero: a enzima do musculo (MM) consiste em 2
subunidades idénticas de M, e a do cérebro (BB) consiste em 2 subunidades idénticas de B
(DAWSON et al., 1968). Outros tecidos mostram uma terceira, a enzima hibrida MB. As
isoenzimas diméricas da creatina cinase estdo envolvidas na manutengdo dos niveis intracelulares
de ATP, particularmente nos tecidos que tém demandas de energia elevada. A isoenzima MM da
creatina cinase é encontrada exclusivamente em musculo estriado; a isoenzima BB é encontrada
no masculo liso, cérebro e nervos; MB é encontrado no coragdo humano.

O gene da creatina cinase esta localizado no cromossomo 19913.32 e o polimorfismo
estudado neste gene consiste em uma transicdo C>T (rs4884), no éxon 8. Sendo o alelo C
prevalente nas populagGes europeias e africanas e o T, ou alelo CKMM*1, na asiética.

O gene CG estéa localizado no cromossomo 4 (4q12-q13) e codifica uma proteina que se
liga a vitamina D. Neste foram identificadas duas mutacGes no éxon 11, uma na posi¢do 34, uma
transicdo de G para T, que leva a troca de um acido aspartico para um acido glutdmico na cadeia
polipeptidica, no cédon 416. E outra no nucleotideo 45, a substituicdo de uma C por uma A com
consequente alteracdo de um aminoacido treonina para uma lisina no cédon 420 (BRAUN et al.,
1992). Cada isoforma corresponde a um alelo: *1F, T para o nucleotideo 34 e C para 0 45
(rs7041), mais frequente em africanos, *1S G para 0 34 e C para 45 (rs4588), mais frequente em
europeus, e 0 2 (com uma T na posicdo 34 e A na 45).

Estudos epidemioldgicos apontam o CaP como um dos carcinomas mais frequentes na
populagdo mundial e as populagfes com ascendéncia africana tém apresentado maiores taxas de
incidéncia e mortalidade. Porém, a maioria dos trabalhos que mostra esta associacdo foram
realizados em populacdo afroamericana e poucos relacionaram essas variaveis na populacdo

brasileira. Considerando-se que a construcdo historica do Brasil foi marcada por uma grande
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diversidade genética racial, estudos que busquem compreender a relacdo entre populacbes
susceptiveis e doengcas como o cancer, constituem uma importante ferramenta para as estratégias
que envolvem a salde publica. Considerando ainda que a populacdo da cidade de Salvador
apresenta grande contingente de afrodescendentes, verificar se nesta populacdo também ocorre
maiores taxas de incidéncia e mortalidade por CaP é fundamental para entender a epidemiologia
da doenga.

Entretanto, devido ao alto de grau de miscigenacdo da nossa populagéo, a caracterizagdo
da ancestralidade levando em consideragdo apenas as caracteristicas fenotipicas, apresenta alto
grau de complexidade. Assim, o0 uso de marcadores genéticos ajudaria a descrever melhor esta
populacdo para que possa ser avaliada com maior acurécia a relacdo de suscetibilidade e pior
progndstico entre os individuos com maior ancestralidade africana e o CaP. Além disso, sabe-se
que o menor nivel socioecondmico esta associado positivamente com a ancestralidade africana e
portanto, deve-se considerar esta varidvel na analise populacional, para que ndo ocorram
associacOes espurias.

Para entender a associacdo entre uma doenca e uma determinada populagdo, podem ser
estudadas alteracbes em alguns genes relacionados a fisiologia da doenca e que podem ter
frequéncia aumentada em determinadas populagdes, justificando a maior predisposi¢céo destas.
Desse modo, além de marcadores de ancestralidade, foram selecionadas neste estudo mutacdes
em genes relacionados com o desenvolvimento do CaP e que mostraram associagdo com
populacdes afrodescendentes ja demonstrada em outrso estudos.

Além da suscetibilidade genética, foi observado que afroamericanos apresentam maior
prevaléncia de sindrome metabdlica e também de obesidade, o que parece contribuir para a maior
predisposicdo desse grupo ao CaP, porém os estudos ainda ndo sdo conclusivos. Considerando
que a obesidade tem aumentado em paises subdesenvolvidos, o esclarecimento da relagdo entre
obesidade e CaP pode ser um fator de relevante importancia para a prevencgdo deste carcinoma.

Considerando estes dados, o presente estudo tem como hipdtese que o0s individuos
afrodescendentes, na Bahia, sd0 mais suscetiveis a desenvolver o CaP e de modo mais agressivo,
por serem mais obesos e por apresentarem mutagdes em genes que estdo envolvidos em rotas

metabdlicas importantes para a proliferacéo celular.
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2

2.1

OBJETIVOS

Geral:

Verificar a associagao entre maior contribui¢do ancestral africana e variantes em genes de

suscetibilidade ao CaP em pacientes do estado da Bahia.

2.2

Especificos:

Estimar a contribuicdo das populagdes ancestrais africana, europeia e amerindia em uma
amostra de individuos com CaP e sem CaP no estado da Bahia utilizando marcadores

informativos de ancestralidade (AIMs);

Comparar de forma descritiva, 0s métodos de avaliagdo da ancestralidade

(autodenominacéo de raga/cor e classificagdo fenotipica) com a classificagdo genotipica;

Verificar qual € a maior contribuicdo ancestral presente nos individuos provenientes dos

servicos de saude publico e privado
Verificar associacdo entre maior ancestralidade africana e obesidade;

Verificar a associagdo entre os polimorfismos CYP3A4 -392A>G; CYP17 -34T>C e
GSTM1-nulo e GSTT1-nulo com: o CaP, grau de agressividade do tumor e maior

ancestralidade africana.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  Selecdo da amostra

Foram incluidos 189 pacientes com diagnostico histopatoldgico de CaP, independente do
estagio da doenca, coletados no periodo de janeiro de 2011 a junho de 2012, na cidade de
Salvador, Bahia. Destes, 82 foram oriundos de clinicas particulares (Nlcleo de Oncologia da
Bahia e Centro de Hematologia e Oncologia da Bahia) e 107 do servico publico de saude (Centro
Estadual de Oncologia e Hospital Santo Antonio).

A amostra sem CaP foi composta por 112 individuos residentes na Bahia, com idade
superior a 18 anos coletados no periodo de julho a dezembro de 2012, em clinicas e centros de
salde que atendiam exclusivamente pelo servico do SUS (Laboratério de Imunologia da
Universidade Federal da Bahia e Centro de Referéncia Estadual de Atencdo a Saude do Idoso).
Os individuos sem CaP foram selecionados com base na estratificacdo da idade dos individuos
com CaP. Para inclusdo na pesquisa, eles precisavam ter realizado o exame de PSA nos ultimos
seis meses e o resultado deveria ser menor que 4,0ng/mL.

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A) e responderam ao questionario (APENDICE B).

3.2  Dados demograficos, clinicos e de ancestralidade

O questionario foi utilizado para coleta de dados socio demogréficos, informacdes sobre a
ancestralidade, historia familiar para o cancer e informagdes clinicas obtidas no prontuério do
paciente (APENDICE A).

Para os individuos com CaP, o PSA informado foi aquele no periodo em que houve o
diagnostico da doenca, para os controles, o valor do PSA foi aquele obtido no ultimo exame
realizado nos Gltimos seis meses. Foi calculado o indice de Massa Corporea (IMC), a partir do
peso na data do diagndstico da doenca, e realizado a classificagdo do individuo nas seguintes
categorias: peso normal, abaixo de 25 kg/m?; peso em excesso, entre 25 e 30 kg/m? e obeso,
acima de 30 kg/m2 (WHO, 1995).
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Para informacdes sobre ancestralidade foram realizadas perguntas sobre autodenominacéo

de raca/cor e ancestralidade referida, além de ter sido realizada classificacdo fenotipica.

3.2.1 Autodenominagéo de raga/cor e ancestralidade referida

Foi solicitado aos participantes do estudo que se autodenominassem com relacdo a
raca/cor conforme classificacdo do IBGE em: branco, negro, pardo, indigena ou outros. Eles
ainda informaram sobre a raca/cor (IBGE) e local de nascimento dos pais e de seus avos além de
serem questionados sobre a origem geogréfica e historico de miscigenacdo de seus ancestrais

(ancestralidade referida).

3.2.2 Ancestralidade fenotipica (classificacéo racial fenotipica)

A ancestralidade fenotipica foi determinada com base nos critérios descritos por Krieger
(1965) e Parra, F. e colaboradores (2003). As caracteristicas morfoldgicas foram avaliadas da
sequinte forma: cor da pele (branca, marrom ou preta); textura de cabelo (liso, ondulado ou
crespo); formato do nariz (fino, achatado ou médio); formato dos labios (finos, médios ou
grossos). De acordo com esses critérios, os individuos de pele branca, cabelo liso ou ondulado,
nariz fino ou mediano, labios finos ou medianos foram classificados como brancos. Os individuos
de pele preta, cabelo crespo e labios grossos foram classificados como negros. Os demais

participantes foram classificados como mulatos.

3.2.3 Extracdo de DNA
O sangue periférico foi coletado por técnicos em tubo contendo EDTA e levados ao
laboratorio para procedimento de extracdo. Foram utilizados 700 de sangue total para a

obtencdo de DNA gendmico, pela técnica de extracdo salina (LAHIRI; NURNBERGER, 1991).

3.3  Genotipagem dos AIMs
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Foram analisados nove AIMs selecionados por apresentarem alto diferencial de
frequéncia (>30%) entre as populagdes ancestrais. A genotipagem foi realizada pela reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR) e visualizacdo direta do produto amplificado (anélise de fragmento),
para as insercdes Alu e o indel (AT3) e os SNP foram analisados por PCR- RFLP (PARRA, E., et
al., 1998) ou PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan® da Applied Biosystems (Quadro
3). A sequéncia dos primers utilizados e as condi¢des de amplificacdo da PCR e o tamanho dos
fragmentos formados estdo descritas no Quadro 4.

Populagdo com Tipo de
AIM rs maior frequéncia | Localizacao . - Metodologia
polimorfismo
no alelo*1

AT3 3138521 Africana 1g25.1 Indel PCR
APOAl 3138524 Europeu 19p12 Insercdo Alu PCR

PV92 3138522 Europeu 11923.3 Insercdo Alu PCR
Sb19.3 3138523 Amerindia 16923.3 Insercdo Alu PCR
FY-NULL 2814778 Europeu 1923.2 SNP PCR em tempo real
CKMM 4884 Africana 8p21.3 SNP PCR em tempo real
LPL 285 Amerindia 19913.32 SNP PCR em tempo real
GC*1F 7041 Africano 4913.3 SNP PCR-RFLP
GC*1S 4588 Europeu 4913.3 SNP PCR-RFLP

Quadro 4. AIMs, rs, localizacéo citogenética, populacdo ancestral com maior frequéncia do alelo*1, tipo do
polimorfismo e metodologia utilizada para analise dos AlMs.

3.3.1 Genotipagem dos polimorfismos indel e inserc¢des Alu

O polimorfismo indel e as inser¢des Alu (AT3-1/D, Sb19.3, APO e PV92, respectivamente)
foram genotipados por PCR convencional utilizando os primers (Quadro 5) e condigdes de PCR
de 1 ciclo com 94°C por 6 minutos e T° de pareamento (Quadro 4) por 2 minutos; seguido por 35
ciclos com 72°C por 1 minuto, 94°C por 30 segundos, T° de pareamento por 1 minuto e um ciclo
final de 72°C por 10 minutos.

As reagdes de PCR tinham volume total de 25ul, composto por: 100 ng de DNA; 10 mM
tris-HCI pH 8,5; 50 mM KClI, 1,5 mM MgCI2; 0,01% gelatina; 200 mM de cada dNTP; 0,25 mM
de cada primer, e 1U de Taq DNA polimerase.

Os fragmentos gerados (Quadro 5) foram analisados em gel de agarose a 2% ou

poliacrilamida 6%, corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta ou nitrato de
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prata, respectivamente. Para andlise do tamanho dos fragmentos gerados foi utilizado o marcador

de peso molecular N3236S da New England Biolabs® de 100pb (Figuras 4, 5, 6 e 7).

. Temperatura | Tamanho dos segmentos
AIM Primers . =
de pareamento cominsergéo

F: 5’-CCACAGGTGTAACATTGTGT-3’

[o]
AT3 R: 5’-GAGATAGTGTGATCTGAGGC-3’ 4 572bp

F: 5’-AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG-3
APOAL R: 5’-AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA-3 oe°C 409pb
F: 5’-AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT-3
R: 5’-TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG-3
F: 5-TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG-3
R: 5’-AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC-3

Quadro 5. Sequéncia dos primers, temperatura de pareamento e tamanho do segmento amplificado dos AlMs
estudados.

PV92 56°C 400pb

Sh19.3 63°C 457pb

3.3.2 Genotipagem dos polimorfismos no gene GC

Os polimorfismos no gene GC foram amplificados a partir de PCR convencional, nas
seguintes condigdes: 1 ciclo com 94°C por 6 minutos e 62°C por 2 minutos; seguido por 35 ciclos
com 72°C por 1 minuto, 94°C por 30 segundos, 62°C por 1 minuto e um ciclo final de 72°C por
10 minutos.

As reagdes de PCR tinham volume total de 25ul, composto por: 100 ng de DNA; 10 mM
tris-HCI pH 8,5; 50 mMKCI, 1,5 mM MgCI2; 0,01% gelatina; 200 mM de cada dNTP; 0,25 mM
de cada primer, e 1U de Tag DNA polimerase. O produto da amplificacdo foi submetido a
digestdo enzimética com as enzimas Haelll e Styl segundo recomendagdes do fabricante. Os
fragmentos foram visualizados em gel de poliacrilamida 10% e corado com nitrato de prata.
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> 572nb
> 496pb

Figura 4. Padrdo de bandas observado para o locus
AT3. MP: Marcador de peso molecular de (100pb).
Raias 1: individuo homozigoto para a auséncia da
insercdo (496pb). Raias 2: individuo homozigoto para
a presenca da insercdo (572pb). Raia 3: individuo
heterozigoto (572pb e 496pb).

—> 457pb

——> 157pb

Figura 6. Padrdo de bandas observado para o locus
SB19.3. MP: Marcador de peso molecular (100pb).
Raia 1: individuo homozigoto para a presenca da
insercdo (457pb); Raia 1 e 2: inidviduos heterozigotos
(457pb e 157pb); Raia 4: individuo homozigoto para
a auséncia da insercéo (157pb).

1 MP 2 3 45

——>  409pb

—>  109pb

Figura 5. Padréo de bandas observado para o locus
APO. MP: Marcador de peso molecular de (100pb).
Raias 1: individuo heterozigoto (409pb e 109pb);
Raias 2,3 e 4: individuos homozigotos para a
presenca da insercdo (409pb) Raias 5: individuos
homozigotos para a auséncia da inser¢do (109pb).

MP 1 2 3

—— 400pb

— > 100pb

Figura 7. Padrdo de bandas observado para o locus
PV92. MP: Marcador de peso molecular (100pb).
Raias 1: individuo homozigoto para a auséncia da
insercdo (100pb); Raia 2: individuo heterozigoto
(400pb €100pb); Raia 3: individuo homozigoto para a
presenca da insercdo (400pb).
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3.3.3 Genotipagem do polimorfismo nos genes CKMM, LPL e DARC

Para os polimorfismos nos genes CKMM, LPL e DARC foi utilizado PCR em Tempo Real
com uso do sistema TagMan™ da Applied Biosystems do Brasil, sequndo recomendacGes do
fabricante. Os diferentes genotipos emitem fluorescéncia correspondente a cada alelo marcado,
um com o fluoréforo VIC e outro com o fluor6foro FAM. Se ambos os alelos apresentarem

fluorescéncia teremos um gendtipo heterozigoto.
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Figura 8. A — Quantidade de fluorescéncia capturada durante a amplificagdo (PCR em Tempo Real) de um genétipo
heterozigoto pelas sonda (Verde: VIC, Vermelho: FAM) que correspondem aos alelos. B — Gréfico de discriminagéo
alélica. Os circulos vermelhos representam individuos homozigotos para um dos alelos; os losangos azuis, sao
homozigotos para o outro alelo e os triangulos verdes sdo os heterozigotos.

3.4  Gene de susceptibilidade ao tumor

3.4.1CYP3A4 e CYP17

Os polimorfismos nos genesCYP3A4 e CYP17 foram amplificados por PCR convencional,
nas seguintes condigdes:

- CYP3A4: 1 ciclo com 98°C por 5 minutos; seguido por 30 ciclos com 95°C por 1 minuto,
60°C por 1 minuto e meio, 72°C por 2 minuto e um ciclo final de 72°C por 10 minutos. O
fragmento amplificado foi de 385pb.
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- CYP17: 1 ciclo com 94°C por 5 minutos; seguido por 30 ciclos com 94°C por 1 minuto,
57°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e um ciclo final de 72°C por 10 minutos. O fragmento
amplificado foi de 414pb.

As reacdes de PCR tinham volume total de 25ul, composto por: 100 ng de DNA; 10 mM
tris-HCI pH 8,5; 50 mM KClI, 1,5 mM MgCI2; 0,01% gelatina; 200 mM de cada dNTP; 0,25 mM
de cada primer, e 1U de Taq DNA polimerase.

O produto da amplificacdo foi submetido a digestdo enzimatica com as enzimas Mboll
para o gene CYP3A4 e MspAl para o gene CYP17, conforme recomendagOes do fabricante. Os
fragmentos do CYP3A4 foram visualizados em gel de poliacrilamida 10% [40% (29:1)] e corado
com nitrato de prata. J& os fragmentos do CYP17 foram visualizados em gel agarose 2% corado
com brometo de etidio (Figuras 8 e 9).

MP 1 2 3

300bp

— > 210bp

p—
169bp

200bp

100bp

Figura 9. Padrdo de bandas observado para o locus CYP3A4. MP: Marcador de peso molecular (100pb). Raia 1:
individuo homozigoto para a mutagdo (210 e 175pb); Raia 2: individuo heterozigoto (210, 175 e 169pb) e Raia 3:
individuo homozigoto para o genoétipo selvagem (175, 169pb).

— > 4140
—— — 290bp
o

B> 124pp

[0

Figura 10.Padrdes de banda para o locusCYP17 MP: Marcador de peso molecular (100pb). Raia 1: individuo
homozigoto para a mutagéo (290 e 124pb); Raias 2 e 3: individuos homozigotos para 0 genotipo selvagem (414pb);
Raia 4: individuo heterozigoto (414pb; 290pb 3 124bp).
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3.42GSTT1le GSTM1

As delecbes dos genes GSTT1 e GSTM1 foram analisados por PCR- multiplex. Nesta
reacdo era possivel a amplificacdo de um segmento de 215 pb para os individuos que possuiam o
gendtipo GSTML1 positivo, um segmento de 480 pb nos individuos que possuiam o genotipo
GSTTL1 positivo e um segmento de 228pb do éxon 1 da cadeia p do gene da hemoglobina (Hb),
utilizado como controle interno da reacdo, excluindo a possibilidade de falsa interpretagdo dos
resultados devido a auséncia de amplificacdo. Os primers utilizados estdo descrito no Quadro 6.

A PCR foi realizado nas seguintes condigdes: 1 ciclo com 95°C por 6 minutos; seguido
por 35 ciclos com 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e um ciclo final de
72°C por 10 minutos.

As reacdes de PCR tinham volume total de 25ul, composto por: 100 ng de DNA; 10 mM
tris-HCI pH 8,5; 50 mMKCI, 1,5 mM MgCI2; 0,01% gelatina; 200 mM de cada dNTP; 0,25 mM
de cada primer, e 1U de Tag DNA polimerase. O produto da amplificagéo foi visualizados em gel
de agarose 3% e corado com brometo de etidio.

Gene Metodologia Primer
PCR/ RLFP F: 5’-GGAATGAGGACAGCCATAGAGACAAGGGGA- 3’
CYP3Ad (Enzima Mboll) | R: 5’-CCTTTCAGCTCTGTGTTGCTCTTTGCTG-3’
PCR/ RLFP F: 5’-CATTCGCACTCTGGAGTC-3’
CYPLT (Enzima MspAll) | R: 5’-AGGCTCTTGGGGTACTTG-3’
GSTT1 F: 5’-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’;
R: 5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’;

GSTM1 | PCR-Multiplex F: 5’-CTGCCCTACTTGATTGATGGG-3’

R: 5’-CTGGATTGTAGCAGATCATGC-3’

HB F: 5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’

R: 5’-CATGGTGCATCTGACTCCT-3’

Quadro 6 - Metodologia empregada para anélise de cada gene de suscetibilidade e seus respectivos
primers e as enzimas utilizadas

3.5 Andlise Estatistica

Estatistica descritiva foi utilizada para analise dos dados demogréaficos. Para a
determinacdo das frequéncias alélicas foi utilizado o programa GENEPOP 4.2 (RAYMOND;
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ROUSSET, 1995; ROUSSET, 2008) e para avaliagdo da ancestralidade genética foi utilizado o
programa Structure 2.2 (PRITCHARD et al., 2001) e os gendtipos das populagdes ancestrais
(dados enviados pelo Dr. Mark D. Shriver). Para o célculo de Odds ratio, intervalo de confianca e
valor de p foi utilizado programa WinPep versdo 11.26 (ABRAMSON, 2011).

3.6  Consideracdes Eticas
O projeto foi aprovado no comité de ética em pesquisa da Faculdade de Tecnologia e

Ciéncias, Parecer n° 1.342-2009 e no comité de ética em pesquisa do Hospital Santo

Antonio/Obras Sociais Irma Dulce, Parecer n® 096/2011 (Anexos 1 e 2).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo estdo no manuscrito e os resultados das analises realizadas e

ndo mostradas no texto do artigo foram adicionadas como apéndice.
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4.1 MANUSCRITO

Ancestralidade genética e genes de susceptibilidade em portadores de cancer de préstatado
estado da Bahia

Oliveira, PC,12; Machado, TMB?; Bomfim, TF*2; Nascimento, 12; Meyer, R?; Abé-Sandes,
K1,2,3

1 — Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz da Fundacdo Oswaldo Cruz (PPGBSMI — CPqGM-FIOCRUZ); 2 -
Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Bahia (Labimuno-ICS-UFBA); 3 - Departamento de Ciéncias da Vida
da Universidade do Estado da Bahia— UNEB

Resumo

O cancer de proéstata (CaP) é um dos tipos de neoplasias mais frequentes nos homens em todo o
mundo e também na populacdo masculina brasileira. A incidéncia, mortalidade e agressividade
do CaP sdo maiores em homens negros. De acordo com o IBGE, a Bahia é o estado que apresenta
a maior porcentagem de populacdo afrodescendente e os individuos que moram em Salvador
apresentam maior ancestralidade africana que os nascidos no interior do estado. O presente
estudo analisa a associacdo entre maior ancestralidade genética africana e genes de
suscetibilidade ao CaP em pacientes do estado da Bahia oriundos de servigos de satde particular
e publico. Participaram do estudo 189 homens com diagnostico de CaP, e 112 homens sem CaP.
Foram utilizados nove marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) para estimar a
ancestralidade genética e variantes polimérficas em quatro genes de suscetibilidade: CYP3A4,
CYP17, GSTM1 e GSTTL1. Entre os individuos com CaP houve maior contribui¢cdo europeia
(47%) e entre os individuos sem CaP, maior contribuicdo africana (43%). Entre os genes de
suscetibilidade observou-se que o genotipo GG, bem como a 0s genotipos GG+AG na variante
CYP3A4 -392A>G, estiveram relacionados ao aumento do risco de CaP tanto de modo global,
bem como em individuos com maior ancestralidade africana, porém ndo esteve associado
positivamente com o0 aumento da agressividade do tumor. A variante CYP17 -34T>C ndo
apresentou relacdo com aumento do risco para o CaP quando comparou-se individuos com e sem
CaP, mas ao estratificar a populacéo observou-se maior risco associado ao genétipo heterozigoto
(TC) em individuos com maior contribuicdo africana, mas ndo houve relacdo entre a variante e 0
aumento da agressividade do tumor. Por fim, o gendtipo GSTM1-0 esteve associado ao aumento
do risco para o CaP de modo geral, mas ndo esteve relacionado com o aumento da agressividade
do tumor.
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Introducgéo

O Cancer de Prostata (CaP) é a quinta neoplasia mais frequentes no mundo, sendo a
segunda mais frequente e a sexta responsavel por mortes em homens (WHO, 2008). No Brasil,
entre 0os homens, o CaP é também é a segunda neoplasia mais comum e a segunda em taxa de
mortalidade. A estimativa é que ocorram mais de 60.000 novos casos em 2013, em todo Brasil
(BRASIL, 2011).

A incidéncia e a mortalidade por esta doenga variam substancialmente entre &reas
geograficas e grupos raciais, e o0s afrodescendentes americanos parecem  ser
desproporcionalmente mais afetados (CRAWFORD, 2009). Os valores do PSA, do grau de
Gleason e do estagio da doenca, por exemplo, sdo maiores em afroamericanos que em homens
brancos (MOUL et al., 1995; FOWLER et al., 1999; FREEDLAND et al., 2000).

Fatores como status socioeconémico, predisposicdo genética e obesidade sdo algumas
hipGteses que tentam justificar estas diferencas raciais para a agressividade e predisposicdo ao
CaP (PEDERSEN et al., 2012; ZHOU et al., 2012; TAIOLI, et al., 2013; SPANGLER et al.,
2007).

Variantes em alguns genes, principalmente aqueles envolvidos em rotas metabdlicas
importantes para o desenvolvimento do tumor, j& foram descritos como fortes candidatos a
suscetibilidade ao CaP em homens negros.

O polimorfismo CYPA3A4 -392A>G (rs2740574) foi associada a estadgios mais
agressivos do CaP em afroamericanos, provavelmente por aumentar a bioatividade da
testosterona (REBBECK et al., 1988; PARIS et al., 1999; ZEIGLER-JOHNSON et al., 2002;
BANGSI, et al. 2006; ZHOU et al., 2012; TAIOLL, et al., 2013).

A mutacdoCYP17 -34T>C(rs743572) também foi associada com risco aumentado para o
CaP em afroamericanos e agressividade da doenca. Este gene codifica uma enzima que constitui
um passo limitante da velocidade na biossintese androgénica (GSUR et al., 2000; KITTLES et
al., 2002; TAIOLI et al., 2013; BEUTEN et al. 2009; SARMA et al. (2008).

As glutationas S-transferases (GSTs) sdo enzimas de fase Il e estdo envolvidas no
metabolismo de numerosos agentes cancerigenos potenciais. As GSTs sdo expressas no tecido da
prostata, assim, a falta de atividade pode levar ao acumulo de compostos tdxicos locais
(COUGHLIN; HALL, 2002). A delecdo completa dos genes GSTM1 e GSTT1 reduz a capacidade
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de eliminar cancerigenos eletrofilicos de forma eficiente. A relacdo entre os GSTs e a
suscetibilidade ao CaP em afrodescendentes tem sido pouco investigada. Pedersen e
colaboradores (2012) encontraram associa¢do entre GSTT1 funcional e maior suscetibilidade ao
CaP em afrodescendentes caribenhos e Taioli e colaboradores (2011) encontraram associagao
positiva entre GSTML1 deletado e CaP em afroamericanos.

Além da predisposicdo genética foi observado que a obesidade e o nivel sécio econémico
podem contribuir para a suscetibilidade de homens negros refletindo tanto na incidéncia como
também na resposta ao tratamento da doenca (SPANGLER et al., 2007; LY et al., 2010).

A populagdo da Bahia com sua ampla mistura de europeus, africanos e indios e alto
contingente de afrodescendentes 76,7% (IBGE, 2010), se torna alvo de grande interesse para a
realizacdo de estudos com objetivo de delinear o perfil epidemioldgico de patologias de grande
prevaléncia, principalmente aquelas que mostram associagdo com o grupo racial predominante
neste estado, como a neoplasia maligna da préstata.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi verificar a associagdo entre maior
ancestralidade genética africana e variantes em genes de suscetibilidade ao CaP em pacientes do
estado da Bahia, considerando a estratificacdo por nivel socioecondmica da populacdo e a
obesidade.

Materiais e métodos

Participaram da pesquisa 301 individuos coletados entre janeiro de 2011 e dezembro de
2012 que residiam na cidade de Salvador, Bahia e que aceitaram participar da pesquisa assinando
0 Termo de consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Entre eles, 189 individuos apresentavam
diagndstico histopatoldgico de CaP, dos quais 82 foram atendidos em clinicas particulares
(servigo de satde privado) e 107, em servico de salde puablico (Sistema Unico de Satde). Além
disso, foram incluidos 112 individuos que ndo apresentaram diagndstico de nenhum tipo de
cancer até o momento da coleta e com dosagem de PSA < 4ng/mL.

Os individuos responderam ao questionario utilizado para coleta de dados sécio
demograficos, informacdes sobre a ancestralidade, dados pessoais (idade, data e local de
nascimento) peso e altura, utilizados para o célculo do IMC (WHO, 1995), além de informacdes
clinicas obtidas no prontuério do paciente como o valor do PSA, escore de Gleason e estagio da
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doenca. Considerou-se pouco agressivo aqueles pacientes com Gleason <7 e mais agressivo
aqueles com Gleason >7 (BANGSI et al.,, 2006). Sobre ancestralidade foram realizadas
perguntas sobre autodenominagdo de raga/cor (de acordo com as categorias estabelecidas pelo
IBGE), histéria de mistura genética nos ancestrais (ancestralidade referida) e foi realizada
classificacdo “racial” fenotipica (KRIEGER, 1965; PARRA, F., et al, 2003).

O sangue periférico foi coletado em tubo contendo EDTA e, posteriormente, foi realizada
a extracdo do DNA. Foram analisados nove marcadores informativos de ancestralidade (AlIMs),
caracterizados no Quadro 1. Todos os marcadores possuem um alto diferencial de frequéncia
(>30%) entre as populagdes ancestrais (SHRIVER et al., 1997). A genotipagem foi realizada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e visualizacdo direta do produto amplificado (analise de
fragmento), para as inser¢des Alu e o indel e os SNP foram analisados por PCR- RFLP (PARRA,
E., et al., 1998) ou PCR em Tempo Real. Os genes e variantes de suscetibilidade estudados
foram: CYPA3A4 -392A>G, CYP17 -34T>C e as dele¢des nos genes GSTT1 e GSTML.

Estatistica descritiva foi utilizada para analise dos dados demograficos. Para a
determinacdo das frequéncias alélicas foi utilizado o programa GENEPOP 4.2 (RAYMOND;
ROUSSET, 1995; ROUSSET, 2008) e o programa Structure 2.2 (PRITCHARD et al., 2000) para
estimar a contribuicdo ancestral de cada individuo, baseado nos gendtipos das populagdes
ancestrais (dados enviados pelo Dr. Mark D. Shriver). Para o célculo de Odds ratio, intervalo de
confianca e valor de p foi utilizado programa WinPep versdo 11.26 (ABRAMSON, 2011).

Populagdo com maior o Tipo de .
AIM rs frert)quér%cia no alelo*1 Localizagao polimrt))rfismo Metodologia
AT3 3138521 Africana 1g25.1 Indel PCR
APOA1 | 3138524 Europeu 19p12 Insercdo Alu PCR
PV92 3138522 Europeu 11923.3 Insercdo Alu PCR
Sb19.3 3138523 Amerindia 16923.3 Insercdo Alu PCR
DARC 2814778 Europeu 1923.2 SNP Real-Time PCR
CKMM 4884 Africana 8p21.3 SNP Real-Time PCR
LPL 285 Amerindia 19913.32 SNP Real-Time PCR
GC*1F 7041 Africano 4013.3 SNP PCR-RFLP
GC*1S 4588 Europeu 4013.3 SNP PCR-RFLP

Quadro 1. AIMs, rs, localizagéo citogenética, populagdo ancestral com maior frequéncia do alelo*1, tipo do

polimorfismo e metodologia utilizada para analise dos AlMs

Resultados
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A Tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais dos participantes da pesquisa. A média de
idade em cada um dos grupos foi 70,3 anos, nos pacientes atendidos em clinicas particulares;
68,6 anos, nos pacientes atendidos pelo servico publico de saude e 68,0 anos para os individuos
sem CaP. Entre os individuos com CaP, a maioria daqueles que foram atendidos pelo servigo
privado de salde, bem como a maioria dos individuos sem CaP, nasceram na capital do estado,
Salvador. Porém, a maioria dos pacientes com CaP que utilizou o servi¢co publico de salde
nasceu no interior da Bahia. Com relacdo a obesidade, a maioria dos individuos com CaP
atendidos em clinicas particulares e aqueles sem CaP estavam acima do peso e a maioria dos
pacientes atendidos pelo servigo publico de saude estavam com o peso ideal. Maior risco de
agressividade da doenca foi observado entre os individuos com CaP atendidos no servigo publico
de saude em comparacdo com aqueles atendidos por servigo privado, mas ndo foi estatisticamente

significativo.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da amostra

Variavel Amostra com CaP Amostra sem CaP
Servigo de saude utilizado Servigo Privado  Servico Publico Servigo Publico
N N N
NUmero 82 107 112
Idade (Média) 70,3 68,6 68,0
50-59 anos 12 19 21
60-69 anos 34 35 37
70-79 anos 15 40 41
80-89 anos 21 13 13
Cidade de Origem
Interior da Bahia 19 76 34
Salvador 58 27 64
Outros estados 11 4 14
IMC (kg/m?)
<25 34 69 52
25-29,9 42 32 49
30,0 > 6 6 11
PSA (ng/mL)
Média 38,0 54,5 2,3
Agressividade da doenca
Baixo 15 16 -
Alto 31 43 -
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As frequéncias do alelo*1 para cada AIM analisado estdo organizadas nada Tabela 2. Nos
polimorfismos do tipo indel e nas inser¢es Alu, o alelo *1 é caracterizado pela presenca da
insercdo e nos SNPs, o alelo*1 é aquele cujo nucleotideo abole o sitio de restrigdo. A maioria das

frequéncias encontradas apresentaram valores intermediarios com relagdo aos das populagdes

ancestrais.

Tabela 2 - Frequéncias do alelo *1 dos AlMs nas populagdes ancestrais, no individuos com e sem CaP

AlMs AT3 APO  PV92 SB19,3 Fynull CKMM LPL GC-F GC-S
ComCaP 0569 0,838 0287 0,657 0547 0307 0,727 0,464 0,474
SemCaP 0490 0557 0,282 0516 0620 0,300 0,647 0,390 0,395

NA? 0,159 0945 0,764 0675 0,993 0,882 0,442 0,340 0,542
EU? 0,273 0920 0,15 0675 098 0,280 0,520 0,150 0,607
AF? 0,880 0,460 0,200 0,675 0 0,153 0,974 0,847 0,069

a = Shriver et al., 2003; AF = Africanos; EU = Europeus; NA = Nativo Americanos

A estimativa de ancestralidade genética mostrou maior contribui¢do europeia no total da
amostra e entre os individuos com CaP (47%) e maior contribuicdo africana para os individuos
sem CaP (43%), seguido pela relevante contribuicdo africana e europeia respectivamente (Figura
1- A). A distribuicdo dos individuos da populacdo estudada em relacdo as popula¢fes ancestrais
de acordo com a ancestralidade genética com esté representada na figura 1 (B.1 e B.2).

Figura 1. Contribuicdo da ancestralidade africana, europeia e amerindia para individuos com e sem CaP.

B.1 B.2
100% A
0% - AR AFR
80% | 479 43% ‘Q :-‘..
70% - 5 s
60% - EUR o & 3 . *
o B :
40% 1 AFR 3 i
30% - a : 18
20% | 38% 41% /o o 3
10% - /A 2 wd ek
0% I I EUR/M"‘“\‘-"Ji"_" *o 5% il § EUR“:‘;" e ¢ °5 N wudallh
COMCaP  SEM CaP Com CaP NA Sem CaP =

AFR = Africanos; EUR = Europeus; NA = Nativo Americanos A - Estimativa média da contribuicdo da
ancestralidade entre casos e controles; B - Distribui¢do dos individuos com (B.1) e sem CaP (B.2) de acordo com a
contribuicdo dos grupos ancestrais.
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A classificagdo por autodenominagdo estratificou a populagdo em 17% de brancos, 47%
de mulatos e 36% de negros e para a analise fenotipica estas frequéncias foram 36% de brancos,
36% de mulatos e 28% de negros. Comparando-se 0s trés métodos de avaliar a ancestralidade
observam-se que as frequéncias da analise fenotipica foram mais semelhantes as percentagens
encontradas pela anélise genotipica do que aquelas observadas na autodenominag&o.

Entre os 119 individuos com maior contribuicdo genética africana, a maioria se
autodenominou ou foi classificada como negro, 49% e 45% respectivamente. Entre os 152
individuos que apresentaram maior contribuicdo genética europeia, a classificacdo fenotipica
mostrou resultados mais aproximados que a autoclassificacdo (43% e 18% respectivamente)
(Tabela 3).Apenas dois individuos se declararam indio e estes apresentaram maior contribuicdo

genética amerindia.

Tabela 3- Comparacao entre os métodos de classificagdo racial/ancestral da populacao.

Ancestralidade Africana®  Ancestralidade Europeia®

N(%) N(%) N(%) N(%)

AD CF AD CF
BRANCO 15 (12) 28 (23) 27 (18) 65(43)
NEGRO 58 (49) 53(45) 40 (26) 29 (19)
PARDO/MULATO 43 (36) 38 (32) 82 (54) 58 (38)
iNDIO 3(3) 0 3(3) 0
Total 119 119 152 152

AD = Auto denominagdo; CF= Classificagdo fenotipica
! Homens que apresentaram maior ancestralidade genética africana
2 Homens que apresentaram maior ancestralidade genética europeia

A estratificacdo da populacdo segundo o servico de salde onde foram atendidos,
independente da doencga, mostrou que os individuos, que utilizaram o servigco de saude privado,
apresentam 54% de contribuicdo europeia, seguida de 28% de ancestralidade africana (Tabela 4),
enquanto que aqueles oriundos do SUS apresentava maior contribuicdo africana (44%), seguida
da ancestralidade europeia (41%) (dados ndo mostrados).

A substantificagdo dos individuos com CaP atendidos no servico de saude privado, pelo
local de nascimento, mostrou que: entre 0s nascidos no interior houve maior contribui¢io
europeia e entre os nascidos em Salvador, maior contribui¢do africana. Contribuigdo ancestral
semelhante ocorreu entre os individuos sem CaP que tiveram atendimento pelo SUS. Porém,
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entre os individuos com CaP, atendidos pelo SUS, houve maior contribuicdo africana

independente do local de nascimento. Poucos individuos nasceram fora da Bahia e a inclusdo ou

retida destes na estimativa de ancestralidade ndo altera os resultados (dados ndo mostrados).

Tabela 4. Estratificacdo das caracteristicas da populagéo segundo a ancestralidade.

Variavel Com CaP Sem CaP
Ancestralidade EU (%) NA (%) AF(%) EU (%) NA
AF (%) (%)
Servigo de saude utilizado
Servico Privado 28 54 18 - - -
Servigo Publico 46 42 13 41 43 16
Cidade de Origem
Servico Interior da Bahia 27 58 15 _ _ _
Privado Salvador 43 38 19 _ _ _
Outros estados 35 48 18 - - -
Servigo Interior da Bahia 46 40 14 44 40 16
Outros estados 27 57 16 37 38 25
IMC (kg/m?)
<25 38 46 17 40 44 16
25-29,9 37 48 15 42 40 18
30,0 > 31 54 14 57 31 12
Agressividade da doenca
Baixo 41 45 14 - - -
Alto 40 45 15 - - -

AF = Africanos; EU = Europeus; NA = Nativo Americanos; IMC — indice de massa corporea;

Né&o foi observada associagdo entre maior ancestralidade africana e homens obesos com

CaP e nem com maior agressividade da doenca (Tabela 4).

A frequéncia genotipica para cada um dos marcadores de suscetibilidade encontra-se na

Tabela 5.Com relagcéo ao gene CYP3A4, verificou-se que o aumento do risco para o CaP esteve

associado com o variante G, como observado para 0s genotipos GG e AG+GG.
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Observou-se associac¢do entre a variante CYP3A4 -392A>G com o CaP, independente da
ancestralidade (Tabela 6). Porém, ndo foi observada associacdo positiva com a agressividade do
tumor (Tabela 7).

Tabela 5 - Frequéncia genotipica dos marcadores de suscetibilidade para os individuos com e sem CaP

Gene Genotipo/fen6tipo Com CaP Sem CaP OR 95%CI Valor de p
Gendtipo N=147 N=98
AA 38 45
CYP3A4
AG 48 32 1.78 0.91 - 3.47 0.07
GG 61 21 3.44 1.70-7.03 <0.001
AG+GG 109 53 2.44 1.37-4.34 0.001
Genotipo N=88 N=80
TT 22 30
CYP17
TC 46 35 1.79 0.84 - 3.85 0.104
cc 20 15 1.82 0.70-4.74 0.177
CC+TC 73 50 1.99 0.98 - 4.06 0.039
Fenotipo N= 153 N=101
GSTM1-1 63 59
GST
GSTM1-0 90 42 2.01 1.17-3.45 0.007
GSTT1-1 125 80
GSTT1-0 28 21 0.85 0.43-1.70 0.623

N=nUmero total de amostras genotipadas.

N&o foi observado risco significante (p<0,05) associado & mutagdo CYP17 -34T>C
quando comparados os individuos com e sem CaP de modo geral (Tabela 5). Porém, ao
estratificar a populacéo a partir da ancestralidade genética, foi encontrada associacdo do alelo de
risco em homens com maior ancestralidade africana e genotipo heterozigoto (TC) ou a
combinacdo do gendtipo CC e TC (Tabela 6), mas ndo houve associagdo da variante com
agressividade da doenca (Tabela 7).
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Tabela 6 - Frequéncia genotipica dos marcadores de suscetibilidade nos individuos com e sem CaP estratificados por
ancestralidade africana e europeia

Gene Genotipo/fendtipo Com CaP Sem CaP OR 95%CI Valor de p
Ancest_ralidade N=77 N= 30
Africana
AA 9 12
AG 27 10 4,93 1.42-17.34 0.004
GG 41 8 6.83 1.88 - 25.23 0.001
—— AG+GG 68 18 5.04 1.63 - 15.66 0.001
AA 28 29
AG 17 16 1.10 0.43-2.83 0.828
GG 19 4 4,92 1.37-21.97 0.006
AG+GG 42 20 2.17 0.97 - 4.90 0.040
Ancest_ralidade N=40 N= 35
Africana
TT 8 16
TC 28 11 5.09 1.50-17.75 0.003
CcC 4 8 1.00 0.17-5.31 1.000
CC+TC 32 19 3.37 1.09 - 10.80 0.018
CYP17 Ancestralidade N=48 N=45
Europeia
TT 18 14
TC 19 21 0.70 0.25-1.98 0.464
CcC 11 10 0.86 0.25-2.98 0.784
CC+TC 30 31 0.75 0.29-1.94 0.519
Ancest_ralidade N=84 N=48
Africana
GSTM1-1 34 27
GSTM1-0 50 21 1.89 0.87-4.13 0.082
GSTT1-1 76 37
GSTT1-0 16 9 0.87 0.32-2.45 0.755
GST Ancestralidade N=69 N=53
Europeia
GSTM1-1 29 32
GSTM1-0 40 21 2.10 0.95 - 4.65 0.045
GSTT1-1 49 43
GSTT1-0 12 16 0.66 0.25-1.68 0.337

N= ndmero total de amostras genotipadas.

Para os genes GSTT1 e GSTML1, apenas a variante GSTM1-0 apresentou significativa
associacdo com CaP (Tabela 5), mas ndo esteve relacionada & nenhum grupo estratificado pela
ancestralidade (Tabela 6), nem com aumento da agressividade do tumor (Tabela 7).
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Tabela 7 — Comparagdo entre frequéncia genotipica e agressividade do tumor nos grupos estratificados por

ancestralidade africana e europeia

Grau de Agressividade

Gene Genotipo/fendtipo OR 95%CI Valor de p
Baixo Alto
Ancest_ralidade N=28 N=52
Africana
AA 7 3
AG 10 17 0.25 0.04 - 1.48 0.078
GG 11 30 0.16 0.02-0.87 0.011
—— AG+GG 21 49 0.18 0.03-0.92 0.014
AA 18 10
AG 7 10 0.39 0.09 - 1.58 0.135
GG 13 6 1.20 0.30-5.11 0.771
AG+GG 20 16 0.69 0.22-2.14 0.484
Ancest_ralidade N=10 N=30
Africana
TT 2 6
TC 8 20 1.20 0.16 - 14.54 0.845
cc 1 3 1.00 0.01-27.88 1.000
CC+TC 8 24 1.00 0.14 - 12.07 1.000
CYPLY Ancestralidade N=22 N=27
Europeia
TT 10 8
TC 9 10 0.72 0.16 - 3.15 0.623
cc 3 9 0.27 0.04 - 1.63 0.104
CC+TC 12 19 0.51 0.13-1.91 0.258
Ancest_ralidade N=42 N=42
Africana
GSTM1-1 21 13
GSTM1-0 21 29 0.45 0.17-1.19 0.077
GSTT1-1 36 40
ST GSTT1-0 2 14 0.16 0.02-0.78 0.010
GSTM1-1 15 14
GSTM1-0 14 26 0.50 0.17-1.49 0.168
GSTT1-1 23 26
GSTT1-0 5 7 0.81 0.18-3.45 0.745

N= ndmero total de amostras genotipadas.
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Discussao

A historia da formacdo da populacdo brasileira € marcada pela miscigenacdo entre
amerindios nativos, europeus e africanos. Essa miscigenagdo é corroboradas por estudos
genéticos que avaliaram a mistura nesta populacdo utilizando marcadores frequentes em
populagdes ancestrais (SANTOS et al., 2010; PARRA, E., et al., 1998; GONTIJO 2009; ABE-
SANDES et al., 2004; ABESANDES et al., 2010; FELIX et al., 2010; LINS et al., 2010). No
presente estudo, foram encontradas frequéncias intermediarias dos alelo*1 para cada AIM
estudado confirmando o processo de miscigenagdo na amostra analisada.

A proporcéo dessas contribui¢Ges, no entanto, pode variar nas diferentes regides e cidades
do Brasil. Na Bahia, por exemplo, avaliando 1286 individuos de Salvador, Machado (2008)
encontrou maior contribuicdo africana (49,2%), seguida da europeia (36,3%) e amerindia
(14,5%), proporcdo semelhante ao que foi encontrada por Felix e colaboradores (2010) em
amostra de doadores de sangue na Bahia. Porém, no presente trabalho a ancestralidade europeia
foi predominante na amostra em geral e também ao estratifica-la entre os individuos com e sem
CaP.

Essa diferenca pode ser explicada, pois a coleta das amostras ndo foi aleatdria, e sim, por
conveniéncia, considerando que o recrutamento dos participantes foi realizado em algumas
poucas clinicas e hospitais de Salvador. Além disso, pode-se considerar que alguns aspectos
geograficos e sociais sdo sugestivos de maior ancestralidade europeia, a exemplo da cidade de
nascimento, ou bairro onde reside e maior nivel de escolaridade. Machado (2008) observou que a
cidade de Salvador apresenta diferentes proporc¢des de miscigenacgéo entre os bairros e Azevedo e
colaboradores (1982) mostrou que na Bahia a ancestralidade africana é maior em cidades com
relevante importancia econémica ao longo da histéria, como na capital Salvador e algumas
cidades da Chapada Diamantina, marcada no século XVII pelo ciclo da mineragdo e, onde ocorre,
em contrapartida, o fendmeno de “branqueamento” da populacdo a medida se afasta do litoral.

A heterogeneidade racial também pode ser observada nas diferentes demandas que
utilizam o servico de saude publico (SUS), populagdo mais pobre e negra, e servi¢o privado
(planos de salde e consultas particulares), populagdo com maior renda e de cor branca (RAMOS,
2001; PINTO; SORANZ, 2004).
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No presente estudo, observou-se que o0s aspectos geograficos e socioecondmicos
influenciaram a ancestralidade de maneira oposta. Ou seja, a maioria dos individuos provenientes
do servico privado de salde, apesar de terem nascido em Salvador, apresentaram maior
contribuicdo europeia e aqueles atendidos pelo SUS, apesar de terem nascido no interior,
apresentaram maior contribuicdo africana. Assim, a ancestralidade africana teve maior relagdo
com menor nivel socioeconémico, representado pelo atendimento no SUS, do que com o local de

nascimento.

Considerando a ancestralidade associada ao CaP, dados epidemiol6gicos mostram que
esta neoplasia é mais frequente e mais agressiva entre afrodescendentes se comparado aos
caucasianos com a mesma idade (CRAWFORD, 2009; HOWLADER, 2012; BRAWLEY,1998;
LITTRUP, 1997). A incidéncia em norte-americanos € de 139 a 216 casos a cada 100.000
homens por ano, enquanto que entre 0s caucasianos é de 78 a 135 casos a cada 100.000 homens
por ano (CURADO et al., 2007). No Brasil, poucos trabalhos abordam a relagdo do CaP com
ancestralidade. Na Babhia, apenas o estudo de Paschoalin e colaboradores (2003) foi realizado
com este objetivo e a partir da analise de 473 voluntarios na cidade de Ipira-BA encontrou maior
prevaléncia de CaP entre os individuos com maior ancestralidade africana.

E importante lembrar que a maioria dos dados epidemiolégicos sobre associacdo de
doencas e raca se baseiam em autodenominacdo de raga/cor, desta forma, € altamente relevante
verificar se na nossa populagdo este método reflete a ancestralidade genética. Nossos dados
mostraram que a ancestralidade genética foi mais semelhante & analise racial fenotipica do que
quando comparada a autodenominacao, provavelmente porque neste tipo de analise levam-se em
consideracdo varios aspectos morfoldgicos caracteristicos dos principais grupos ancestrais e ndo
apenas a cor da pele. Além disso, neste estudo a classificacdo foi realizada por profissionais com
treinamento especifico neste tipo de avaliagdo. Esta concordancia também ja tinha sido observada
por Bomfim, 2008, analisando uma amostra de 517 individuos da Bahia.

Estudos realizados nos EUA e no Brasil mostraram que a cor da pele ndo reflete a
ancestralidade genética (PARRA, F., et al., 2003; PARRA, E., et al., 2004). Vale ressaltar
também que 0 o0 processo de miscigenagdo nestes dois paises, pode ter sido diferente. Assim, 0s
individuos denominados afroamericanos podem ndo ter a mesma contribuicdo genética africana

que os afrodescendentes brasileiros. 1sso porque sdo considerados afroamericanos individuos que
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possuem qualquer grau de ancestralidade africana conhecida independente das caracteristicas
fenotipicas nocdo que tornou-se conhecida como a "regra de uma gota," o que significa que uma
Unica gota de “sangue negro™ torna uma pessoa um considerada preta (DAVIS, 2001). Enquanto
que no Brasil sdo considerados afrodescendentes aqueles que apresentam caracteristicas
morfologias do grupo ancestral africano (SALZANO; FREIRE-MAIA, 1967). Desse modo,
estudos que comparem estas duas popula¢bes, no que se refere a autodenominacdo racial e
associagédo a doencas, devem ser considerados com cautela, como por exemplo avaligéo sobre a
suscetibilidade de afrodescendentes ao CaP, para evitar falsas associacdes (PARIS et al., 1999;
BANGSI et al., 2006; KITTLES et al., 2002).

Observados estes aspectos, Shriver (2003) sugeriu o uso de AlIMs, para estimar a
ancestralidade biogeografica, por ser um método bioldgico, portanto, livre de interferéncias
culturais, em detrimento da autodenominacdo de raga/cor. Mais recentemente, alguns estudos
sobre o risco de CaP em afroamericanos tem utilizado AIMs (KITTLES et al, 2002; GIRI et al.,
2009; BONILLA et al., 2011; TANDON et al., 2011) e assim permitiram verificar a associa¢ao
entre algumas variantes genéticas e o CaP nesta populacéo.

Uma das explicacOes para a maior suscetibilidade e pior progndstico de afrodescendentes
ao CaP seria 0 menor nivel socio econémico dessa populacdo, que ja foi associado com maior
ancestralidade africana (ABE-SANDES et al., 2010) e baixo nivel de escolaridade (MAGNUS,
2004). Abbott e colaboradores (1999) observaram que os afroamericanos apresentam menor
conhecimento sobre o CaP e subestimam o seu risco em comparagdo aos caucasianos, 0 que
diminui a probabilidade de participacdo em triagens clinicas e o reconhecimento de sintomas que
levem a procura por atendimento e tratamento precoce (O’DELL et al., 1999).

No presente estudo houve maior contribuicdo europeia tanto no grupo composto por
individuos com CaP como também entre aqueles sem CaP. Porém, ao considerar apenas 0S
individuos atendidos pelo SUS, a contribui¢do africana foi maior naqueles com CaP, e nos
individuos sem CaP, a maior contribui¢do foi europeia. Apesar desta aparente associa¢do, cabe
lembrar que, os individuos com CaP atendidos pelo SUS também apresentam alta contribuicéo
europeia se comparada a africana (42% e 46% respectivamente). Uma possivel explicacdo seria,
por exemplo, o maior nivel de esclarecimento/escolaridade dos individuos que procuram por
tratamento para esta neoplasia, o que reflete maior branqueamento populacional. Além disso,
considerando-se que, 0s medicamentos para tratamento do CaP sdo de alto custo, mas sdo
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fornecidos gratuitamente pelo SUS, e que, uma parcela consideravel dos idosos e da populacéo
do interior ndo dispGe de plano de saide (PINTO; SORANZ, 2004), a procura pelo servico de
salde publica, neste  caso, pode  ocorrer independentemente  do nivel

socioeconémico/escolaridade.

A obesidade também é discutida como um relevante fator que deve ser considerado para
explicar a maior suscetibilidade ao CaP em populagdes afrodescendentes. Sabe-se que a
obesidade esta associada com alteracfes nos niveis de inGmeros horménios incluindo fator de
crescimento (IGF-1), estrégeno, testosterona, leptina, adiponecitina e insulina, além de aumentar
a producdo de mediadores inflamatérios, eventos importantes para a progressdéo do CaP
(MASSENGILL et al., 2003; NELSON et al., 2003; WEISS et al., 2007). Além disso, 0s obesos
com CaP apresentam aumento do risco de progressdo e também maior risco de mortalidade
(PAREKH et al., 2010). Foi observado que a obesidade entre os afroamericanos com CaP é mais
prevalente, a doenga é mais avancada e os individuos apresentam maior probabilidade de fracasso
no tratamento quando comparados aos caucasianos (NCHS, 2009; SPANGLER et al., 2007).
Porém, o estudo de Su e colaboradores (2011) encontrou associa¢do entre obesidade e o CaP
independente do grupo racial. No presente estudo ndo foi observada associagéo entre obesidade e
maior ancestralidade africana o que pode ter ocorrido devido ao pequeno nimero de obesos com
e sem a doenga (12 e 11 respectivamente) (Tabela 1).

Além da maior incidéncia de CaP em homens afroamericanos, foi observado que a doenca
é mais agressiva, com alta taxa de mortalidade, duas vezes maior do que a observada em outros
grupos raciais (HOWLADER, 2012). Porém, no presente estudo ndo foi observado associacdo
entre maior ancestralidade genética africana, autodenominag&o raca/cor e maior agressividadedo
CaP. Essas diferencas podem ser devido as diferentes formas de avaliar a ancestralidade.

Com relagdo a suscetibilidade genetica, ndo foi observada associacdo entre o CaP e a
mutacdo CYP3A4-392A>G, nem de forma global, nem estratificada por ancestralidade. Outros
estudos observaram maior suscetibilidade e maior agressividade da doenca associados a esta
mutacdo em afroamericanos (REBBECK et al., 1988; PARIS et al., 1999; ZEIGLER-JOHNSON
et al., 2002; BANGSI, et al. 2006; ZHOU et al., 2012; TAIOLI, et al., 2013).

A enzima codificada pelo gene CYP3A4, oxida a testosterona em um metabdlito menos
ativo, a hidroxitestosterona, diminuindo a biodisponibilidade da testosterona e assim seu

potencial proliferativo celular. Desse modo, os homens portadores da mutacdo CYP3A4 -
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392A>G, apresentam maior quantidade de testosterona disponivel para ser convertida em
dihidrotestosterona, metabdlito ativo que estimula a divisdo celular na prostata (HASHIMOTO,
1993).

O variante G tem frequéncia de 80% em individuos da Africa Subsaariana, 68% em
afroamericanos, cerca de 2% e caucasianos ou hispanicos e ndo foi encontrada em chineses ou
japoneses (NICKERSON et al, 2005). A elevada frequéncia deste alelo em afroamericanos e
africanos pode conduzir a uma falsa associacdo com CaP, se ndo houver pareamento adequado
dos controles levando em consideracdo a ancestralidade (KITTLES et al.,, 2002). Recente
metanalise avaliou 14 estudos caso-controle e ndo encontrou evidéncias de associa¢do entre
CYP3A4 -392A>G e CaP de modo geral ou estratificado por ancestralidade (TAIOLI et al.,
2013), porém havia apenas um estudo que incluia homens brasileiros e este tratava de individuos
do sul do pais, historicamente colonizado por europeus.

Observou-se associacdo entre o alelo de risco (CYP17 -34C) em homens com maior
ancestralidade africana e genotipo heterozigoto (TC) ou a combinacéo do genétipo CC e TC, mas
ndo houve associa¢do da variante com agressividade da doenca. N&o foi observada associacéo
com o gendtipo homozigoto (CC) provavelmente devido ao pequeno numero de individuos com
gendtipo homozigoto.

Biologicamente o CYP17 codifica enzimas importantes na biossintese da testosterona. O
variante C origina um segundo sitio promotor e provoca 0 aumento da taxa de transcri¢do desse
gene, aumentando a biodisponibilidade de testosterona e elevando o risco de proliferagdo celular
(FAN et al., 1992). A maior frequéncia desse variante foi descrita em populagfes de homens
afroamericanos com CaP e também esteve associada a maior agressividade (FAN et al.,
1992;GSUR, 2004).

A metanalise realizada por Taioli et al. (2013) observou associagdo apenas entre a
variante mutante e o CaP em afroamericanos. Em nosso trabalho a associacdo s6 foi
estatisticamente significante no grupo de individuos que apresentaram maior ancestralidade
africana. Ainda no estudo de metanalise, 0s autores sugerem que fatores dietéticos e/ou niveis
hormonais enddgenos variam com a racga/ etnia e estariam modulando genes como o CYP17
(TAIOLI et al., 2013).

Associacdo com agressividade da doenga ndo foi observada em nosso estudo entretanto,

haviam poucos individuos com a doenca em estagio avancado.
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As glutationas S-transferases (GSTs) sdo uma importante familia de enzimas envolvidas
na biossintese e metabolismo de muitas substancias, incluindo a detoxicacdo de substancias
quimicas exdgenas cancerigenas, como 0s hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH). GSTs
também podem desintoxicar reativos enddgenos dos metabdlitos de horménios esterdides como o
estradiol (E2)-quinonase espécies reativas de oxigénio. Isoformas especificas de GST no p (M1),
0 (T1) e m (P1) classes sdo altamente expresso na préstata e, portanto, os polimorfismos genéticos
que modificam a atividade dessas GSTs podem afetar o nivel de metabélitos carcinogénicos neste
tecido (Di PAOLO et al., 2005).

O genotipo GSTM1-0 aumentou o risco de mortalidade por CaP em homens caucasianos
(AGALLIU et al., 2006), no entanto, poucos estudos relacionaram o0s potenciais efeitos dos
polimorfismos em GSTs para homens com ancestralidade africana e com agressividade do tumor.
Nock e colaboradores (2009) relataram que o genotipo GSTT1-0 em afroamericanos estava
associado ao risco aumentado para a recidiva bioquimica e para agressividade do tumor. Em
caucasianos, o aumento do risco foi observado em pacientes com tumores em estagio avangado e
0 gendtipo GSTM1-0. Em estudo de metanalise, Taioli e colaboradores (2011), encontraram
associacdo positiva entre GSTM1-0 e CaP em afroamericanos fumantes, porém, em caribenhos e
africanos, GSTM1-0, bem como GSTT1-0, apresentaram efeito protetor. No presente estudo,
apenas 0 genotipo GSTM1-0 esteve associado positivamente com o risco de CaP em homens com
maior ancestralidade africana.

Os resultados contraditorios para a associa¢do dos gendtipos de GSTT1-0 e GSTM1-0 e
CaP em populagdes que apresentam contribuicdo genética africana variavel (caribenha, africana,
afroamericana e brasileira), pode ser resultado da exposicdo destas populacdes a diferentes
fatores de risco exdgenos e/ou enddgenos que atuam em diferentes vias metabdlicas podendo
aumentar a suscetibilidade ao CaP. Informagdes sobre tais exposicdes ndo foram coletadas e
analisadas no presente estudo, mas merecem atencdo em futuras pesquisas. A inflamagéo cronica,
0s niveis hormonais, infec¢des bacterianas e virais e produtos quimicos ambientais, além de
habito de fumar (MULTIGNER, 2010) sdo algumas variaveis que merecem atencdo em estudos

futuros de interacdo gene-ambiente na etiologia do CaP em populagdes de ascendéncia africana.
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A maioria dos individuos com e sem CaP apresentaram maior contribui¢do europeia. A
relacdo entre ancestralidade africana e CaP, porém, foi observada para o polimorfismo CYP17 -
34T>C.

Foi observado também associacdo entre o genétipo GSTM1-0 e o CaP, independente da
ancestralidade. Considerando que as diferencas de ancestralidade entre populagdes podem ser um
fator de confusdo em estudos de associacdo, esta variavel precisa ser corretamente controlada,
especialmente em estudos em populacbes que apresentem grande miscigenacdo como a
populacdo da Bahia. SO assim, poderdo ser esclarecidos os fatores genéticos que predispdem
algumas populagdes a determinadas doengas, como os afrodescendentes ao CaP.
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5. CONCLUSOES

No presente estudo ndo foi verificada associagdo entre maior contribuicdo ancestral
africana e CaP. De modo geral, foi observada maior ancestralidade europeia entre os individuos
com CaP e sem CaP.

As frequéncias alélicas dos AIMs nas amostras estudadas foram intermediarias com
relacdo aos grupos ancestrais corroborando que estes grupos contribuiram para a miscigenacao
encontrada na populacdo de Salvador.

Tanto o método de avaliagdo da ancestralidade por autodenominagdo como a classificagdo
fenotipica permitiram verificar a miscigenagdo da populacdo, entretanto houve maior semelhanca
entre 0s métodos fenotipico e ancestralidade genética, apesar deste Gltimo ser o mais indicado
para a classificacdo populacional.

A ancestralidade africana teve maior relagdo com menor nivel socioecondémico do que
com o local de nascimento.

Né&o foi possivel avaliar associacao entre obesidade, ancestralidade africana e maior risco
para o CaP, devido ao pequeno nimero de pacientes obesos.

A delegdo em GSTML1 parece influenciar na maior suscetibilidade dos homens ao CaP e
mais especificamente, o polimorfismo CYP17 -34T>C pode explicar a predisposi¢do de
afrodescendentes a esta doenga. Poréem, nenhuma delas ajuda a entender o aumento da
agressividade do tumor.

Contudo € necessario a ampliacdo do tamanho amostral para a confirmacao dos resultados
encontrados neste trabalho. Assim, elas poderdo, no futuro, ser utilizadas para identificar
individuos com maior ou menor susceptibilidade ao CaP e auxiliar na triagem para obtencdo do

diagndstico cada vez mais precoce.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E PRE-ESCLARECIDO

IDAENTIFICAQAO DA ANCESTRALIDADE GENOMICA DE PORTADORES DE
CANCER DE PROSTATA DO ESTADO DA BAHIA

Coordenadora e Oncologista Responsavel:
Dra. lvana Lucia de Oliveira Nascimento —- CREMEB: 10845

Equipe:

Dra. Kiyoko Abe Sandes; Dra. lvana Lucia de Oliveira Nascimento; Dra. Maria Betania Pereira
Toralles; Dra. Taisa Manuela Bonfim Machado; Dra. Renata Costa Cangussu; Dra. Songeli
Menezes Freire; Dr. Roberto José Meyer Nascimento

Identificacdo do paciente:

Nome:
Servigo de origem:
Registro na Unidade/Laboratério:

Endereco:
Bairro: Cidade: UF:
CEP: Fone:

Vocé(s) esta(do) convidado(s) a participar voluntariamente de um estudo que seréd realizado
dentro do complexo universitario e faz parte dos processos de ensino e pesquisa. Este estudo é
parte de um projeto de pesquisa que identificara a contribuicdo dos indios, dos africanos e
europeus na formacdo da nossa populacgdo e a relacdo desta contribui¢cdo com o desenvolvimento
de determinados tipos de cancer. Leia atentamente as informagdes a seguir antes de dar o seu
consentimento. No caso de ndo entender bem, peca mais esclarecimentos e s6 assine apos ter
certeza de ter esclarecido todas as davidas.

Eu, RG : concordo em
participar do projeto de pesquisa que lida com questbes de identificacdo de ancestralidade,
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas e de genes associados a cancer e sua relagdo com o tipo
de neoplasia e ancestralidade. Serei examinado por uma equipe multidisciplinar, terei o
prontudrio analisado com coleta de informacGes e farei varios exames e/ou participarei de
procedimentos diversos necessarios para o estudo.

Procedimentos:
Eu compreendo que, se eu concordar em participar deste servigo, os técnicos envolvidos fardo
perguntas a respeito de meus antecedentes médicos, familiares e pessoais. Serei submetido a
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exame fisico para avaliacdo do meu estado clinico. Além disso, poderei ser submetido a coletas
de sangue para realizacdo de exames laboratoriais e de anélises genéticas e moleculares.
Concordo com a andlise do meu prontudrio médico existente no servico onde tenho o
acompanhamento oncoldgico e com a liberagdo, pelo Servico de Anatomia Patoldgica, do
material do tumor que foi retirado cirurgicamente para realizacdo de analise molecular e genética.
A participacdo no estudo também autoriza que as amostras coletadas sejam armazenadas e
possam ser utilizadas em analises futuras, desde que os estudos adicionais sigam 0s aspectos
éticos determinados nas resolugdes 196/96 e 347/05 do Conselho Nacional de Saude. O material
coletado sera processado, analisado e estocado no Setor de Oncogenética do Laboratorio de
Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da
Bahia.

Riscos e Desconforto:

Entendo que, para os exames laboratoriais serd preciso colher de 20 a 30 mL de sangue venoso o
qual poderé ser obtido de uma vez ou mais de uma vez segundo recomendado pelo médico. Os
risco associados a este procedimento sdo minimos podendo, contudo, ocorrer dor e/ou manchas
roxas (equimoses), quando for feita a coleta de sangue. Além disso, tenho consciéncia de que o
desconforto serd o menor possivel, pois a coleta sera feita por um profissional treinado e
devidamente habilitado para realizé-la.

Vantagens:

Percebo que, com minha participacdo, estarei contribuindo para identificar e diagnosticar o tipo
de tumor, caracterizar minha ancestralidade e analisar as bases genéticas da minha patologia e
assim permitindo a aquisicdo de maior conhecimento sobre a doenca o que também sera Util para
ajudar outras pessoas. Se necessario, 0s médicos e demais participantes da equipe desta Unidade
ajudar-me-ao a lidar com minhas dificuldades. Fui informado também que qualquer membro da
minha familia que deseje obter uma orientacdo clinico-genética podera ser atendido neste servigo
caso tenha a devida indicagcdo ou encaminhado a outro servigo quando necessario.

Sigilo:

Foi-me assegurado que toda a informagdo médica, incluindo os resultados dos exames realizados,
fard parte do meu prontuario e sera submetida aos regulamentos do Hospital estando protegida
pela lei do sigilo. Os técnicos comprometem-se a manter todas as informagdes obtidas, tanto das
anamneses quanto dos resultados dos exames realizados sob 0 mé&ximo sigilo para que a minha
privacidade permaneca plenamente resguardada.

Publicacdo Cientifica:

Foi-me garantido que na publicacdo de resultados parciais ou totais em revistas cientificas ou
congressos serd mantido o sigilo da minha identidade e preservada a minha privacidade e nenhum
nome serd citado, mas apenas codigos de identificacdo que serdo reconhecidos pelos proprios
técnicos.

Fornecimento de Informagéo Adicional:
Informaram-me ainda, que posso requisitar informagdes adicionais relativas a doenca, riscos e
prognostico bem como a possiveis tratamentos.
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Recusa ou Descontinuagdo da Avaliagao:

A respeito da minha deciséo, de querer ou n&o aceitar as condi¢Ges aqui descritas, reconhego que
a minha anuéncia é voluntaria e que me resguardo o direito de recusar ou retirar 0 meu
consentimento para me submeter a exames ou intervencgdes clinicos ou psicoldgicos, a qualquer
momento. No entanto, na qualidade de paciente comprometo-me a, antecipadamente, comunicar
a equipe técnica sobre a minha decisdo de ndo continuar participando dos exames ou intervencdes
sugeridas para que a minha decisdo ndo prejudique o bom andamento dos trabalhos que estdo
sendo desenvolvidos nesta Unidade de Aconselhamento.

Nome do participante:
Assinatura do participante:
Nome da testemunha:
Assinatura da testemunha:
Local e data:

CLAUSULA A SER LIDA E ASSINADA PELO TECNICO RESPONSAVEL.:

Informo que expliquei ao paciente sobre as implicacGes da sua
participacdo na avaliacdo realizada nesta Unidade comprometendo-me a esclarecé-lo(a) a respeito
de exames, procedimentos necessarios ou quaisquer intervengdes relevantes para a identificacdo
das alteragBes genéticas e fatores de riscos. Comprometo-me a alertar o paciente sobre os
possiveis riscos bem como as vantagens que poderdo advir destes procedimentos. Comprometo-
me também a responder a questionamentos do paciente usando, para este fim, o0 melhor do meu
conhecimento. Ratifico a minha responsabilidade, especialmente frente ao pessoal auxiliar, de
continuadamente enfatizar a necessidade de se manter sigilo absoluto sobre as informagdes
obtidas nos diversos procedimentos realizados neste servigo. Assumo ainda a responsabilidade de
fornecer uma copia deste formulario de consentimento ao paciente, ap6s assinatura de todos os
envolvidos, ficando outra copia anexada ao prontuario do paciente.

Nome do técnico responsavel:
CREMEB:

Assinatura do técnico:

Local e data:
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APENDICE B - Questionario para 0s casos da pesquisa

QUESTIONARIO

Data da entrevista: Entrevistador(a):

Nome do paciente:

Nome do Pai:

Nome da Mae:

Filiacdo Bioldgica: ( )1.Sim ( )2.Nd ( )3. N&o sabe informar

Data de Nascimento:

Cidade de residéncia: De nascimento:

CARACTERIZACAO FENOTIPICA DO PACIENTE

5. |Raca/Cor (Auto-denominacao): ( )1. Negro ( )2.Pardo ( )3.Branco ( )4.Indigena ( )0.Outros
6. Cabelo (Textura): ( )1. Crespo () 2.0ndulado ( ) 3. Liso
7. |Nariz: ( )1. Achatado ( )2.Médio  ( )3.Fino
8. |L&bios (Forma): ( )1. Grossa ( )2.Meédia () 3. Fina
9. [Pele (Cor): ( )1.Preta ( )2. Marrom ( )3. Branca
Raca/Cor(Analise fenotipica): ( )1. Negro ( ) 2. Mulato Escuro ( )3. Mulato Médio ( )4. Mulato
10.
Claro ( )5.Branco ( )0. Qutros
ANCESTRALIDADE REFERIDA DOS PAIS E AVOS DO PACIENTE
11 Pai :( )1.Negro ( ) 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio  ( )5.Outro: ( )0. N&o sabe informar
" |Local de nascimento:
12 Mae: ( )1. Negro ( )2.Mulato ( )3.Branco ( )4.Indio  ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar
" |Local de nascimento:
13 Av6 Materna: ( )1. Negro ( ) 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar
" |Local de nascimento:
14 Avb Materno: ( )1. Negro ( ) 2.Mulato ( )3.Branco ( )4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar
" |Local de nascimento:
15 Av6 Paterna: ( )1. Negro () 2.Mulato ( )3.Branco () 4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar
" |Local de nascimento:
16 Avo Paterno: ( )1. Negro () 2.Mulato ( )3.Branco () 4.indio ( )5.Outro ( )0. N&o sabe informar
" |Local de nascimento:

DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS - CAP
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Estadiamento: ( )1.1 ( )2.11 ( )3. 1 ( )4. 1V

Vo N M ( ) " () 0. No tem dados
18 Metéstases : ( )1.sim () 2.n&o
" |Caso tenha metastases — Local: ( ) 1. osso ( ) 2. linfonodo ( )3. Visceral
Grau histoldgico: GLEASON
( )1. Bem diferenciado ( )2. Moderadamente diferenciado () 3. Pouco diferenciado ( )4. Indiferenciado
19. |( )5. Néo avaliado.
PSA ao diagnostico: ( ) 1. <10 ng/ml () 2. 10-20 ng/ml ()3. >20 ng/ml
PSA Valor em ng/ml ( )
20. o . L
Data do diagnostico histopatologico — Onde foi realizado
Tratamento:
1. Prostatectomiaradical : ( )1. Sim ( )2.Néo
Margens cirurgicascomprometidas : ( )1. Sim ( )2.Néo
Vesiculas seminais comprometidas : ( )1. Sim ( )2.Néo
Cépsula comprometida : ( )1 Sim ( )2.Néo
21 Linfonodos comprometidos: ( )1 Sim ( )2.N&@o 3. ( ) N&o avaliados
" |2. Radioterapia: ( )1. Sim ( )2.Néo
Associado a hormonioterapia ( )1. Sim () 2.N&o
3. Radioterapia: ( )1.Sim ( )2.Néo
4. Hormonioterapia: ( )1.Sim ( )2.Néo
5. Observagéo : ( )1 Sim ( )2. N&o
29 Recidiva:
"1 ( )1 Sim ( )2. Néo Data:
23 Tipo de recidiva:
( )1. Ossea ( )2.Visceral ( )3. Loco-regional
Peso ao diagnético:
Altura ao diagnédstico:
24 |Historico familiar de cancer:
Data da 12 consulta:
Habitos de fumar:
DADOS DOS PACIENTES CONTROLES
Peso:
17. |Altura:
Histdrico familiar de cancer:
18. |Vvalor do PSA em ng/ml ( ):
19. |Habitos de fumar:
20.
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ANEXO 1 - Parecer do Comité de Etica em pesquisa da FTC

OMESB

Comité de Etica em Pesquisa

CEP/PARECER 01.342-2009

L. IDENTIFICACAO DO PROJETO

- -—

REGISTRO: 1.342
DATA DA ENTRADA: 14/08/2009
REFERENCIA: 1° Parecer

Rede de ensino

FITO

" MANTENEDORA DE EDUCACAO SUPERIOR DA BAHIALTDA ke ne Termem pack £ b minn

Salvador, 14 de setembro de 2009

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof.* Ivana Lucia de Oliveira Nascimento
'PESQUISADORES: Paula Brito, Camila Azevedo, Marcos Silva, Camila Sandes, Lorena Meyer, Luiz

Barreto
| INSTITUICAO: UFBA
_CURSO: Medicina

OBJETIVO: Estudar a associacio entre

préstata do Estado da Bahia,

—

2. PARECER DO RELATOR (A)

caracteristicas clinicas e histopatolégicas de um

[TiTULO DA PESQUISA: Andlise da ancestralidade ¢ de genes de suscep
cincer de mama e de prostata no estado da Bahia,

a ancestralidade, os genes de susceptibilidade e as
4 amostra de portadores de ciincer de mama e de

O projeto atende os requisitos éticos de pesquisa na drea de satide humana, Salvo melhor
Juizo sou de parecer pela aprovagcio deste projeto.

3. PARECER DO CEP

Apresentado a este Comité para anilise ética, segundo a Resolugiio 196/96, do Conselho Nacional de
Saude. Cépia do projeto arquivado em nossa secretaria, Apos apresentacio pelo relator e discussiio

pelos Conselheiros e projeto foi considerado:

X | Aprovado

\'Crﬁpendé_nciai—ﬁﬁiﬁm ammmue foi sugerido.

= ———————

Reprovado

Atenciosamente,

/MOYSES SADIGURSKY. .
b do Comité de Elica .
em Pesauisa /SOMESB

Avenida Luis Viana Filho, 8

Fone: (71) 3281-8214 / 8212 Fax: (71) 3281-8213 . E

+ Modulo 4, nivel 2 - Paralela Salvador

Ba

mail: fllc@fundacaoftc.org. br

CEP: 41.741

www.fundacaoftc.org.br

e ]

tibilidade em portadores de

]
]
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ANEXO 2 - Parecer do Comité de Etica em pesquisa do Hospital Santo Antdnio

OBRAS SOCIAIS IRMA DULCE
Comité de Etica em Pesquisa — Hospital Santo Antonio
Avenida Bonfim, 161 — Roma, CEP: 40420-000
Salvador - Bahia
Telefax: 71 3310 1335

E-mail: cej

Of. CEP 096/2011
Salvador, 3 de agosto de 2011.

Sra. Ivana Lucia de Oliveira Nascimento
Pesquisadora Responsavel

Prezada Senhora,

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Santo Antonio tomou
conhecimento e aprovou ad referendum o Protocolo de Pesquisa n® 34/11, do estudo
intitulado “Andlise da ancestralidade e de genes de susceptibilidade em pacientes
portadores de cédncer de mama e de prostata no Estado da Bahia”, depois de

analisada a resolugdo das pendéncias.

Reiteramos a necessidade de ser encaminhado relatério periddico até 3/Fevereiro/2012

(6 meses apés a aprovag&o) ou relatdrio final, se o término ocorrer antes dessa data.

Atenciosamente,

Ja {ma de Melo
Co dora do CEP
Hospital Santo Antonio

C:\Documents and Settings\danielle_costa\Meus documentos'\Meus documentos\CEP 201 1'OFICIOS 201 1'Of 096 Parecer Projeto 34 11
APROVADO AD REFERENDUM.doc
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