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RESUMO

O cancer de prostata (CaP) é uma das neoplasias malignas mais comuns entre 0s
homens com idade superior a 65 anos, possui distribuicdo mundial e etiologia
bastante heterogénea. Diversos marcadores genéticos ja foram descritos estando
associados ao CaP, neste contexto encontram-se as metaloproteinases de matriz
(MMPs) que sdo enzimas codificadas por genes MMP e desempenham papéis
importantes nas etapas de desenvolvimento e progressao do CaP. Nas regifes
promotoras dos genes MMP, existem variacdes genéticas especificas que afetam
a sua expressdo, sendo associadas a suscetibilidade ao cancer. A variante
polimorfica MMP-9 R279Q (rs17576) tem sido alvo de estudos por ter sido descrita
estando associada com o desenvolvimento de algumas patologias multifatoriais,
inclusive do CaP. O presente estudo caso-controle teve como objetivo verificar a
associacao do polimorfismo MMP-9 R279Q com o CaP e com suas caracteristicas
clinicas e patoldgicas em uma populacdo de alto risco nordeste brasileiro.
Participaram do estudo 153 pacientes com CaP de alto risco e 193 controles do
estado do Piaui. A andlise foi constituida de quatro etapas: 1) Dicotomizacao dos
dados dos prontuarios dos pacientes; 2) Extracdo de DNA a partir das amostras
dos casos e controles; 3) Genotipagem por meio da técnica de Rea¢do em Cadeia
da Polimerase seguida de digestao enzimatica com endonucleases de restricdo por
meio da técnica Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricdo (PCR-
RFLP); e 4) Andlise estatistica, onde foram utilizados o teste qui-quadrado, teste
de Kruskal Wallis e modelo de regressao logistica binaria odds ratio (OR), com
intervalo de confianca de 95% (IC) e valor de significancia (p<0,05). Observou-se
que a populacdo estudada, casos e controles, esta em equilibrio para o
polimorfismo. Com relacdo a distribuicdo genotipica, verificou-se maior frequéncia
(50,3%) do genotipo heterozigoto (AG) tanto no grupo dos casos quanto no grupo
dos controles, sendo que o genotipo selvagem (AA) teve maior frequéncia (40,4%)
no grupo dos controles e o gendtipo mutante (GG) teve maior frequéncia (10,5%)
no grupo dos casos. Observou-se ainda que o alelo A teve maior frequéncia tanto
no grupo dos casos (64,4%) quanto no grupo dos controles (65,5%), entretanto ndo
foi observada associacdo estatisticamente significativa (p=0,75). Além disso, ndo
houve evidéncias de associacao significativa entre MMP-9 R279Q e a idade de
diagndstico, PSA pré-operatorio, estagio clinico e escore de Gleason no grupo dos
pacientes. Portanto, o0 genétipo pareceu ndo exercer influéncia sobre a
suscetibilidade, agressividade e prognéstico do CaP na populacdo estudada.
Entretanto, apesar deste estudo n&o ter mostrado associacdo estatisticamente
significativa entre MMP-9 R279Q e o CaP nesta populacédo, acredita-se que este
SNP seja um potencial marcador para prognoéstico e que futuramente possa ser
utilizado em estratégias de tratamento personalizado em CaP.

Palavras-Chave: Cancer, metaloproteinases de matriz, polimorfismo, préstata



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is one of the most common malignancies among men over
65 years of age, with a worldwide distribution and very heterogeneous etiology.
Several genetic markers have already been described being associated with PCa,
in this context are matrix metalloproteinases (MMPSs) that are enzymes encoded by
MMP genes and play important roles in the development and progression stages of
PCa. In the promoter regions of the MMP genes, there are specific genetic variations
that affect its expression and are associated with susceptibility to cancer. The
polymorphic variant MMP-9 R279Q (rs17576) has been the subject of studies since
it has been described as being associated with the development of some
multifactorial pathologies, including PCa. The present case-control study aimed to
verify the association of the MMP-9 R279Q polymorphism with PCa and its clinical
and pathological characteristics in a Brazilian Northeast high-risk population. 153
patients with high-risk PCa and 193 controls from the Piaui state participated in the
study. The analysis consisted of four steps: 1) Dichotomization of the patient's
medical records; 2) Extraction of DNA from the samples of the cases and controls;
3) Genotyping by the Polymerase Chain Reaction technique followed by enzymatic
digestion with restriction endonucleases by the Polymorphism in the Length of the
Restriction Fragment (PCR-RFLP); and 4) Statistical analysis, using the chi-square
test, Kruskal Wallis test and binary logistic regression model odds ratio (OR) 95%
confidence interval (Cl) and significance level (p<0,05). It was observed that the
studied population, cases and controls, is in equilibrium for the polymorphism. In
relation to the genotypic distribution, the heterozygous genotype (AG) was more
frequent (50,3%), both in the group of cases and in the control group. Wild genotype
(AA) had a higher frequency (40,4%) In the control group and the mutant genotype
(GG) had a higher frequency (10,5%) in the group of cases. It was also observed
that the allele A had the highest frequency in both the group (64.4%) and the control
group (65,5%), but no statistically significant association was observed (p=0,75). In
addition, there was no evidence of a significant association between MMP-9 R279Q
and diagnostic age, preoperative PSA, clinical stage and Gleason score in the
patient group. Therefore, the genotype did not seem to influence the susceptibility,
aggressiveness and prognosis of PCa in the studied population. However, although
this study did not show a statistically significant association between MMP-9 R279Q
and PCa in this population, it is believed that this SNP is a potential marker for
prognosis and that in the future it may be used in personalized treatment strategies
in CaP.

Keywords: Cancer, matrix metalloproteinases, polymorphism, prostate
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1. INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) € uma patologia de etiologia multifatorial,
que possui distribuicdo mundial e é considerado um céancer da terceira idade,
visto que a grande maioria dos casos ocorrem em homens com idade superior a
65 anos e € a segunda causa de morte por cancer nesta populacao.
Frequentemente, sua evolucao € lenta e agressiva. A grande maioria se expande
de forma silenciosa e ndo chega a dar sinais durante a vida ou mesmo a ameacar
a saude do homem. Entretanto, alguns desses tumores podem evoluir de forma
rapida e se disseminar para outros orgaos, podendo levar a morte. De modo
geral, o que se observa é que elevados indices de cura sdo possibilitados
quando o diagndstico ocorre precocemente (Ferlay et al., 2010; Reis et al., 2011;
Saini, 2016).

No Brasil, o CaP é o segundo mais incidente entre os homens. Em
valores absolutos € o sexto tipo mais comum no mundo e o mais prevalente,
representando cerca de 10% do total de canceres em homens (Sfar et al., 2007;
INCA, 2015). Deste modo, com o crescimento exponencial da populacdo idosa
no Brasil prevista para os préximos anos a preocupac¢ao dos sistemas de saude
torna-se maior, visto que trata-se de uma populacédo mais susceptivel a diversas
doencas, entre elas o CaP, fato que corrobora a importancia de estudos feitos
nessa area.

Nos ultimos anos nota-se uma elevacdo nas taxas notificadas de
incidéncia de CaP, o que pode ser parcialmente justificado pela evolucdo dos
métodos diagndsticos, pela melhoria na qualidade dos sistemas de informacéao
do pais e pelo aumento na expectativa de vida. Essas taxas de incidéncia
apresentam variacdes regionais, provavelmente gracas a fatores genéticos,
ambientais e a habitos inerentes a cada individuo (Reis, 2011; Leitzmann e
Rohrmann, 2012).

A genética do individuo esté intimamente envolvida no desenvolvimento
e progressao do CaP. Dentre os fatores que fazem parte desse processo, podem
ser citadas as metaloproteinases de matriz (MMPs) que s&o enzimas
proteoliticas codificadas por genes MMPs. Acredita-se que a elevacao da
expressao génica ocasionada por polimorfismos genéticos localizados na regido
promotora dos genes MMPs pode estar associada com predisposicdo genética
a diversas doencas, incluindo o cancer (Marqui, 2012). Essas enzimas tém sido
bem documentadas como sendo reguladoras essenciais do microambiente
celular, por meio de seu controle da protedlise extracelular, e tém demonstrado
funcdes importantes também na invasdo e metastase do cancer, mediada
principalmente pela sua atividade na degradacéo da matriz extracelular (MEC) e
membrana basal (McCawley e Matrisian, 2001; Kader et al. 2006; Tang et al.,
2008; Srivastava et al., 2010). E € interessante citar que ja que no CaP de grau
elevado ja foi observada uma elevacdo nos niveis de tais enzimas,
demonstrando assim uma possivel associacdo com a forma mais agressiva da
doenca (Moroz et al., 2013).

Existe um interesse crescente no esclarecimento do papel que as MMPs
desempenham na susceptibilidade ao cancer. Um membro da familia das MMPs
que tem ganhado destaque na literatura € a MMP-9. Trata-se de uma
endopeptidase sintetizada e secretada em forma monomérica como zimogénio,
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pertencente a familia das gelatinases (Chaudhary et al., 2010). Acredita-se que
a hiperexpressdao de MMP-9 pode ser resultado de regulacdo genética,
epigenética ou dos niveis fisioldgicos sendo, por isso, provavelmente relevante
na aquisicdo do fendtipo invasivo de diversas neoplasias malignas (Kondratiev
et al., 2008; Tang et al., 2008).

Sabe-se que a expressao génica pode ser alterada por polimorfismos
genéticos. O polimorfismo MMP-9 R279Q (rs17576), alvo deste estudo, tem
significancia funcional e pode ser potencial marcador molecular para a doenca
visto que estudos mostram uma hiperexpressdao de MMP-9 em tecidos e
linhagens celulares de céncer invasivo, geralmente ligada a um progndstico
negativo, servindo como marcador de sobrevida em pacientes com cancer,
incluindo CaP (Reis et al., 2009; Chang et al., 2015).

A investigacdo deste polimorfismo tem sido feita em pacientes com
diferentes patologias multifatoriais, entretanto alguns estudos apresentam
resultados discrepantes. E importante destacar que existe uma grande
variabilidade de MMP-9 R279Q entre as diferentes popula¢des estudadas, fato
gue pode ser explicado principalmente pelas diferentes caracteristicas étnicas
de cada populacédo. Sendo assim, a andlise da distribuicdo desta variante em
populacdes distintas é de grande importancia.

Estudos realizados em outras populacbes apontam o polimorfismo
MMP-9 R279Q estando associado a uma elevacdo da chance de desenvolver
alguns tipos de cancer (Hu et al., 2005; Awakura et al., 2006; Reis et al., 2009;
Srivastava et al., 2010). Entretanto, apenas dois estudos de associagao entre o
MMP-9 R279Q e o CaP foram encontrados, sendo que um desses estudos foi
realizado no Brasil, mais precisamente na regiao sudeste, onde Reis et al. (2009)
verificaram uma associagao estatisticamente significativa entre MMP-9 R279Q e
a suscetibilidade ao CaP, bem como a um melhor prognostico da doenca.

Dessa forma, levando em consideracdo as caracteristicas peculiares
demonstradas entre as populacdes de cada regido brasileira em funcdo da
miscigenacdo (Lopes et al., 2014), nota-se a importancia da realizacdo deste
estudo em uma populacdo do Nordeste do Brasil, visto que a unido e
comparacao dos dados obtidos nos diferentes estudos pode auxiliar na definicdo
do perfil de variabilidade deste polimorfismo. Além disso, a identificacdo de
genes e polimorfismos diretamente relacionados ao desenvolvimento e
progressdo do CaP pode conduzir a possibilidade de intervencdo precoce em
individuos em risco com a finalidade de direciona-los a um tratamento mais
eficaz.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cancer de prostata

O CaP, em valores absolutos, é o sexto tipo mais comum no mundo e o0
mais prevalente nos homens, representando cerca de 10% do total de canceres.
A incidéncia mundial de CaP varia amplamente entre os diferentes grupos
étnicos e regides geogréaficas. Mais de 300.000 homens em todo o mundo
morrem anualmente devido a complicacées do CaP e estima-se que essa taxa
de mortalidade seja 2,4 vezes maior na populagéo afro-americana se comparada
a caucasianos. As maiores taxas de incidéncia foram medidas na Australia, Nova
Zelandia, Europa Ocidental e América do Norte. Estima-se que
aproximadamente um em cada seis homens serdo diagnosticados com algum
tipo de neoplasia da prostata ao longo de sua vida, podendo ser de forma
sintomatica ou assintomatica (Sfar et al., 2007; Dornas et al., 2008; Kolonel,
2009; Reis et al., 2009; Ferlay et al., 2015; Saini, 2016).

No Brasil, este € o segundo tipo mais comum de céancer entre o0s
homens. Em 2013 foram notificadas quase 14 mil mortes por esse tipo de cancer.
Ainda de acordo, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer
de prostata € o mais incidente entre os homens em todas as regifes do pais,
com 95,63/100 mil na regido Sul, 67,59/100 mil na Centro-Oeste, 62,36/ 100 mil
na Sudeste, 51,84/100 mil na Nordeste e 29,50/100 mil na Norte. Na diviséo por
estado, Sdo Paulo lidera as estimativas para 2016 com 12.730 novos casos.
Para o Piaui estima-se 890 (55,41/100 mil) novos casos, sendo 210 (53,60/100
mil) novos casos para a capital. A estimativa para o biénio 2016-2017, aponta a
ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer. Excetuando-se o cancer
de pele ndo melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos), ocorrerdo cerca
de 420 mil casos novos de cancer. O perfil epidemiolégico observado mostra que
o cancer de préstata (61 mil) em homens, representando cerca de 28,6% dos
casos, e mama (58 mil) em mulheres, representando cerca de 28,1%, serdo 0s
mais frequentes (Chappell et al., 2015; INCA, 2015).

O CaP é tido como uma patologia de terceira idade, visto que, cerca de
65% dos casos de cancer de préstata sdo geralmente diagnosticados em
pacientes com idade superior a 65 anos, sendo apenas 0,1% dos casos
diagnosticados antes dos 50 anos de idade. Esta neoplasia possui etiologia
indeterminada, multifatorial, portanto varios elementos sdo descritos como
contribuintes para seu desenvolvimento e progressédo, como fatores genéticos,
etnia, o envelhecimento, metabolismo hormonal, estilo de vida, a historia sexual,
a exposicdo a patdégenos e a substancias quimicas industriais, a urbanizagéo e
0os habitos alimentares. Dentre estes, os fatores genéticos, dietéticos e
ambientais tém recebido maior destaque na literatura cientifica (Friedenreich et
al., 2001; Dornas et al., 2008; Silva et al., 2015).

Sabe-se gque o0s eventos neoplasicos tais como, crescimento tumoral,
metéstases, resposta a intervencdes terapéuticas e sobrevida, sdo fortemente
afetados pela genética do individuo. Neste contexto, supde-se, portanto, que 0s
fatores genéticos contribuam significativamente para o desenvolvimento e
progressao do CaP. Estudos mostram que o histérico familiar € um fator bastante
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relevante para se estimar o risco de desenvolver a doenca. Por exemplo, se um
parente de primeiro grau tem a doencga, o risco €, no minimo, duas vezes maior.
Se dois ou mais parentes de primeiro grau sao afetados, o risco aumenta 5 a 11
vezes. Porém, os genes responsaveis permanecem ainda néo identificados.
Neste contexto, estudos com gémeos sugerem que até 50% do risco de cancer
de prostata pode ser explicado por fatores genéticos (Gronberg et al., 1996; Aus
et al., 2005; Sfar et al., 2009; Rhoden e Averbeck, 2010; Santoni et al., 2015).

A deteccdo precoce do CaP é feita por meio da determinacdo da
concentracdo seérica do antigeno prostatico especifico (PSA) e exame de toque
retal (TR). O nivel de PSA no sangue normalmente encontra-se em baixos niveis,
menor que 4,0ng/ml, e se eleva em alguns casos, dentre eles hiperplasia
prostatica benigna (HPB), prostatite e CaP. Sendo assim, € de fundamental
importancia a associacao da dosagem de PSA ao TR, visto que o TR tem alta
especificidade (94%), apesar da baixa sensibilidade (50%) e baixo valor preditivo
positivo (21%-53%) (Brawer et al., 2001; Ugarteburu et al., 2010).

Elevados niveis séricos de PSA sédo indicacdo de bidpsia prostatica
guiada pela ultra-sonografia transretal (BTRUS). Mas, devido a baixa
especificidade do PSA, quando uma bidpsia prostética € realizada em pacientes
com niveis entre 3,0 e 10,0 ng/ml, séo observadas taxas de resultados negativos
de aproximadamente 70 a 80%. Devido a baixa sensibilidade do ultrassom, os
protocolos convencionais de bidpsia tém demonstrado taxas elevadas de
resultados falso-negativos (Reis, 2011; Gilbert et al., 2015). Ou seja, a dosagem
do PSA é amplamente utilizada no diagnéstico de suspeita de cancer de
prostata. Porém, enquanto o PSA pode detectar tumores em fases muito
precoces da doenca, a sua utilizacdo ampla produz alguns problemas devido a
sua limitacdo quanto a especificidade. Um dos problemas é que o PSA gera um
elevado numero de falsos positivos. Visto que, menos da metade das biopsias
da préstata confirmam o diagndstico de cancer. Estima-se que apenas um em
cada 5,4 casos de cancer de préstata identificados a partir da dosagem de PSA
levam a morte dos doentes por isso é importante que se faca uso de um outro
exame em conjunto para que se possa fechar o diagnostico adequadamente
(Ugarteburu et al., 2010; Jakobsen; Hamdy; & Bryant, 2016).

O tratamento do carcinoma localizado na préstata € a prostatectomia
radical e a radioterapia e, em doenca avan¢cada metastatica, onde a chance de
cura é diminuta e o tratamento € baseado na supressdo androgénica. Quanto
mais cedo a doenca for diagnosticada, maiores as chances de cura. Deste modo,
existe a necessidade constante de aprimoramento dos métodos de diagndstico.
E, baseado na larga amplitude clinica do CaP, é interessante o estudo de
possiveis marcadores moleculares para auxiliar no diagnéstico e determinacao
do progndstico do CaP, além de ser um meio de facilitar o entendimento do
mecanismo responsavel pelo desenvolvimento e progressdo dessa neoplasia.
Neste contexto, na corrida cientifica para desenvolver novos marcadores
diagnésticos e de progndstico para CaP, as metaloproteinases de matriz (MMPS)
tém sido estudadas ha anos, com resultados significativos (Rodriguez et al.,
2010; Reis et al., 2011; Saini, 2016).
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2.2 A matriz extracelular, invasdo tumoral e metastase

Antes de falar sobre as MMPs, é importante falar sobre a MEC e sua
importancia. Ela consiste em um conjunto de proteinas e polissacarideos
distribuidos em vaérios tecidos do corpo. E constituida por proteinas fibrosas,
como o colageno e elastina, glicoproteinas alongadas, tais como a fibronectina
e laminina, que fornecem adesé&o a matriz celular (Figura 1). E esta envolvida na
morfogénese, diferenciacdo, reparo dos tecidos e serve como barreira fisica e
biologica, além de estar relacionada a progressdo e dinamica das células
neoplasicas (Karp, 2005; Baker et al., 2006; Clarke et al., 2009).

Figura 1. Macromoléculas da matriz extracelular (Adaptada de Karp, 2005).

Colagena Fibronectina

O ambiente da MEC oferece condi¢cbes adequadas para crescimento
celular, diferenciacao celular e sobrevivéncia dos tecidos. O papel da MEC no
microambiente tumoral ndo esta limitado a atuar como uma barreira fisica para
neoplasia, a mesma compreende também um reservatério para fatores de
crescimento, proteinas de adeséao celular e proteases, que sdo produzidas tanto
por ceélulas neoplasicas quanto ndo neoplasicas e, consequentemente,
influenciam  substancialmente no comportamento da neoplasia, no
estabelecimento da invasdo local e de metastase a distancia (Figura 2). A
metastase € um processo que envolve a libertacdo de células tumorais
individuais, a migracao destas células para um vaso sanguineo, a penetracdo na
corrente sanguinea ou no sistema linfatico e, finalmente, a aderéncia ao
endotélio dos vasos e extravasamento para o tecido onde se localizardo as
metastases (DeClerck et al., 2004; Chaudhary et al., 2010; Klein e Bischoff, 2011;
Felgueiras et al., 2014).
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Figura 2. Matriz extracelular, invasédo e metastase (Robbins & Contran, 2005).
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Embora a iniciagcdo dos carcinomas seja de origem celular epitelial,
existem eventos adicionais que irdo garantir a progressao tumoral envolvendo
componentes estromais, que neste contexto tem sido denominado de estroma
promotor do tumor. A degradacdo da MEC no tecido que envolve o tumor € um
evento critico no processo de invas@o do cancer e metéstases. Acredita-se que
esta degradacdo seja provocada pela acdo de enzimas proteoliticas, incluindo
varios tipos de MMPs (Liabakk et al., 1996; Littlepage, 2005; Sharma et al. 2012;
Oskarsson, 2013).

2.3 Metaloproteinases de matriz

As MMPs sdo uma familia de enzimas dependentes de zinco com
atividade proteolitica relacionada geneticamente (Ribeiro et al., 2008). Em
humanos, ja foram descritas 23 MMPs, dentre as quais 17 sdo MMPs sollveis.
Muitas delas sao extensivamente caracterizadas bioquimicamente, mas a funcao
in vivo das MMPs sollveis ainda nao foi bem compreendida, visto que, as
enzimas ativas nos tecidos ndo podem ser facilmente detectadas. Uma vez que
muitas delas sé@o secretadas na forma de zimogénios inativos, e precisam ser
ativados extracelularmente para realizar a sua funcao (Itoh, 2015). Elas podem
ser divididas em subgrupos de acordo com a sua estrutura e especificidade do
substrato in vitro (Chaudhary et al., 2010; Faba, 2012) em 7 grupos principais: 1)
colagenases intersticiais, que clivam colagenos intersticiais tipos I-lll; 2) as
gelatinases, que clivam colagenos desnaturados (gelatinas) e proteinas da
membrana basal; 3) estromelisinas, que clivam laminina e outras proteinas da
membrana basal; 4) do tipo membrana que as MMPs sdo expressas na
superficie das células e ligadas as membranas do plasma, quer por um
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glicofosfatidilinositol (GPI) ou um dominio transmembrana; 5) matrilisinas, que
ndo tém o dominio carboxiterminal e clivam proteoglicanos, laminina, elastina e
coldgeno do tipo 1V; 6) metaloelastase, que cliva elastina e algumas proteinas
da membrana basal; e 7) outras MMPs (Herszényi et al., 2008; Craig et al., 2015).

As MMPs desempenham papéis fundamentais em muitos processos
fisiolégicos, incluindo o desenvolvimento embrionario, a morfogénese,
remodelacdo de tecidos, crescimento celular, migracdo e apoptose, além de
desempenhar papeis em estados patoldgicos tais como inflamacao, artrite
reumatoide, osteoartrite, doencas cardiovasculares, nefrite, feridas crénicas,
doencas pulmonares e fibrose (Reis, 2011; Sharma et al. 2012; Yang et al. 2012;
Chang et al. 2015; Yamamoto et al., 2015).

A elevacdo da expressdo génica ocasionada por polimorfismos
genéticos localizados na regido promotora dos genes MMPs pode estar
associada com predisposicdo genética a diversas doencas, incluindo o cancer
(Marqui, 2012). Estudos mostram que as MMPs podem exercer também
importante papel no desenvolvimento e progressao do cancer, por promover a
degradacdo de componentes da MEC permitindo a migracdo das células
tumorais, além de promover interacdo com moléculas especificas de células e
vias de sinalizacao necessérias para a manutencao do microambiente tumoral e
promocao dos estagios iniciais do desenvolvimento e progressdo tumoral
(McCawley e Matrisian, 2001; Herszényi et al., 2008; Li et al., 2012; Vandooren
et al., 2014; Chang et al., 2015; Yang e Rosenberg, 2015).

Nos epitélios, a matriz extracelular encontra-se, exclusivamente, abaixo
das células epiteliais da camada basal, compondo uma estrutura especializada
denominada lamina basal que é constituida principalmente por colageno do tipo
IV, entactina, sulfato de heparina e laminina e adere-se ao tecido conjuntivo
através do colageno do tipo VII que compde as fibrilas de ancoragem. Ja nos
tecidos conjuntivos, os principais componentes da matriz séo o colageno e outras
moléculas, tais como a fibronectina, tenascina e integrinas, que interligam as
fibras colagenas a células como fibroblastos. Portanto, as propriedades da
familia das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) em degradar a MEC sd&o cruciais tanto
na saida das células metastéaticas a partir do tumor, bem como a sua entrada no
local de metastase (Katchburian e Arana, 2004). Elas sdo descritas como
responsaveis pela protedlise de tecido conjuntivo e de barreiras necessarias
para a formacdo de novos vasos. (Brehmer et al., 2003; Sfar et al., 2009). A
deteccdo de sua expressdo tem sido estudada como marcador sensivel e
especifico de tumores de esbdfago, pulméo, cabeca e pescoco, ovario, prostata,
célon e reto, entre outros (Kader et al., 2006; Reis, 2011). Dessa forma, pode-se
dizer que a atividade MMP descontrolada provoca danos nos tecidos e
alteracdes funcionais podendo influenciar o desenvolvimento de varias doencas
por meio de trés mecanismos fisiopatoldgicos diferentes: destruicdo, fibrose e a
degradacgao da matriz extracelular (Hopps et al., 2015).

As MMPs acentuam o processo de invasao tumoral, ndo sé por meio da
degradacdo das proteinas da MEC, como também ativando as cascatas de
transducédo de sinal que promovem motilidade e a solubilizacdo de fatores de
crescimento ligados a MEC. Um aumento na expressao de MMP acontece nas
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proprias células tumorais ou em células estromais vizinhas, que auxiliam no
remodelamento da MEC de forma a propiciar um ambiente favoravel para que o
tumor primario se estabeleca. Além desse processo, estdo envolvidas na
migracao celular ajudando na remocao de sitios de adesdo, e expondo novos
sitios de migracéo, por meio da clivagem de receptores que promovem a ligagéo
entre as células e destas com a MEC, e tem funcdo também de degradar
componentes da membrana basal permitindo que células tumorais se infiltrem
no estroma adjacente (McCawley e Matrisian, 2001).

A participacdo ativa dessas enzimas, por exemplo, no processo de
angiogénese facilita a ligacdo aos receptores da membrana de fatores pro-
angiogénicos e suprimindo a ligacao de inibidores da angiogénese. Além disso,
as MMPs ajudam as células tumorais a entrar na circulacdo rompendo a
membrana basal associada com capilares e vasos linfaticos, e permitem que
essas ceélulas posteriormente saiam dos vasos sanguineos para sitios
metastaticos e continuem o processo de progressao tumoral (Reis, 2011; Ozden
et al., 2013). Sendo assim, as MMPs tém se destacado por desempenhar papel
importante nas diversas etapas do cancer, promovendo a progressao da doenca,
mas com diferencas sutis em seu padrédo de expressao, funcdo biolégica e
regulacdo (Gong et al., 2014). As fungbes especificas que as MMPs
desempenham nas etapas de progressao do CaP sdo observadas na metastase,
proliferacdo, apoptose, angiogénese e transi¢cao epitélio-mesenquimal. A Figura
3 ilustra quais MMPs estdo envolvidas em cada etapa.

Figura 3. Papéis desempenhados pelas MMPs nas etapas de progressdo do CaP (Adaptado de
Gong et al., 2014).
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A maioria das MMPs nédo séo expressas constitutivamente pelas células,
e a maioria das células (exceto polimorfonucleares) precisa ser ativada para
expressar MMPs. A atividade MMP é estreitamente regulada nos niveis de
transcricdo e poés-traducdo, e por localizacdo celular (Craig et al., 2015). A
inibicdo se da por meio da ativagdo de enzimas proteoliticas de inibicdo de
atividade das metaloproteinases teciduais (TIMPs) (Babichenko et al., 2014).
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O mecanismo de ativacao dessa enzima envolve uma complexa rede de
interacdo com outras MMPs e TIMPs. A expressdo de MMP esta sob o controle
de um mecanismo genético sofisticado. Em condi¢cdes normais sua expressao e
relativamente baixa, porém, h4 um aumento da expressédo das MMPs devido a
processos de remodelacdo da MEC, resultante de processos fisiol6gicos ou
patologicos. Em algumas subfamilias de MMPs, a expressao é tecido especifico.
A regulacao da expressdo das MMPs ocorre por meio de trés vias principais: |-
regulacdo da transcricdo das MMPs; Il- ativagdo das pro-enzimas e llI- Inibicdo
pela acdo dos TIMPs, sendo estes Gltimos mecanismos poés-transducionais de
regulacédo (Nagase et al., 2006; Sharma et al., 2012).

A hiperexpressdo de MMPs esta envolvida no desenvolvimento e
progressdo de muitos tumores. Varios polimorfismos foram encontrados nos
genes MMP, e h& cada vez mais provas indicando que estes polimorfismos
podem resultar na variabilidade de expressdo de MMP e contribuir para a
susceptibilidade a recaidas e agressividade de um grande namero de tipos de
cancer. Inclusive, ja foi constatado que os niveis de MMPs foram
significativamente mais elevados em alguns tipos de céancer quando em
comparacao com o tecido normal adjacente (Yang et al., 2012).

2.4 O gene MMP-9 e o polimorfismo R279Q

A MMP-9 é caracterizada como uma enzima de 90-110 kDa codificada
na regido 20g11.2-13.1 pelo gene MMP-9. Essa enzima é secretada como
zimogénio, podendo ser armazenada na forma ativa ou latente no citosol. Trata-
se do mais complexo e o maior membro em termos de estrutura de dominio entre
as MMPs. Essa MMP tem geralmente baixa expressao em condic¢des fisioldgicas
normais, porém se apresenta hiperexpressa em Vvarios tipos de céancer. A
expressdo de MMP-9 ndo é constitutiva e pode ser influenciada por diversos
fatores, tais como: fator de crescimento, citocinas, fatores de adeséo célula-
célula e célula-MEC. Trata-se de uma endopeptidase da familia das MMPs
extracelulares, € o principal componente estrutural da membrana basal e sua
funcdo principal é degradar compostos da MEC (Ugarteburu et al., 2010; Yang
et al., 2012; Hu et al., 2015). Ela encontra-se expressa por todos os leucécitos,
fibroblastos, células epiteliais e endoteliais. A proteina Pro-MMP-9 é
armazenada nos granulos de polimorfonucleares terciarios. Em outras células a
expressdo de MMP-9 é regulada por fatores de transcricdo (Wu et al., 2008;
Craig et al., 2015).

Acredita-se que alteracdes genéticas podem alterar as funcfes do gene
MMP-9 contribuindo para suscetibilidade ao cancer e potencial metastatico.
Estudos experimentais com animais geneticamente modificados mostraram que
o elevado nivel de expressdo constitutiva de MMP-9 foi associado com
susceptibilidade a formacao de tumores e progressao tumoral (Hu et al., 2005).
Isso pode ser verificado na Figura 3 que mostra a MMP-9 presente em todas as
etapas da progresséo do CaP.

A hiperexpressdo de MMP-9 contribui para o desenvolvimento e
progressao do cancer. Visto que esta encontra-se envolvida em muitas etapas,
incluindo diminuicdo do potencial apoptotico celular, promoc¢éao da angiogénese
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e regulacdo da resposta imune para o cancer. Trata-se de uma molécula pro-
angiogénica e pro-metastatica que tem sido associada com caracteristicas de
um pior prognostico. Tem sido relatado também que a diminui¢cdo da expressao
desta molécula in vivo, esta diretamente correlacionada com a diminuicdo da
neovascularizacdo e metastase linfatica (Sfar et al., 2009).

Um estudo foi realizado utilizando camundongos geneticamente
modificados no qual foi promovida a mutacdo do gene MMP-9, impedindo que o
mesmo fosse expresso da forma adequada com a finalidade de observar o que
a falta desse gene pode causar no organismo. Foram verificadas as seguintes
alteracbes fenotipicas: ossificagdo endocondral defeituosa, recrutamento de
osteoclastos defeituoso, resisténcia a aneurismas adrticos, implantagdo
embrionaria anormal, protecdo contra ruptura cardiaca apos infarto, resisténcia
a penfigoide bolhoso, reducdo no infiltrado de neutréfilos em glomerulonefrite,
entre outras alteracdes, e no desenvolvimento tumoral foi visualizado que
ocorreu reducao da carcinogénese de pele e pancreas e reducao de metastases
experimentais (Folgueras et al., 2004).

Um polimorfismo é uma variante genética que aparece em, pelo menos,
1% em uma populacdo (Chaudhary et al., 2010). Alguns polimorfismos sdo
conhecidos por influenciar na expressao génica, na atividade e estabilidade da
proteina, nas interacdes entre proteinas, e alguns deles estdo associados com
um risco aumentado para o cancer e outras doencas (Cotignola et al., 2007).
Polimorfismos de um dnico nucleotideo (SNP) na regido codificada,
especialmente SNPs ndo sinbnimos, podem influenciar a atividade da proteina
e estar associados com o desenvolvimento de cancer e metastase. Neste
contexto, estudos epidemiomoleculares envolvendo o SNP MMP-9 R279Q tém
se tornado bastante recorrentes nas diversas populacées mundiais. Além disso,
a variante em questao vem sendo amplamente analisada quanto a sua possivel
associacdo com diversas patologias (Hu et al., 2005; Matsumura et al., 2005;
Yang et al., 2012).

Nos ultimos anos, varios polimorfismos genéticos nos genes que
codificam as gelatinases e que podem alterar a sua expresséo e atividade tém
sido estudados. Tem sido demonstrado ainda que, em pacientes com cancer de
prostata, h4 uma elevacdo nos niveis sorolégicos e teciduais de MMP-9, e
aumento da atividade enzimatica da MMP-9 e expressao de RNAm, e por ultimo
uma ligacao foi mostrada entre o nivel sérico de MMP-9 e o escore histolégico
do tumor da prostata (Ugarteburu et al., 2010; Moroz et al., 2013).

O R279Q, € uma variante funcional do gene MMP-9, localizado no éxon
6 (Figura 4). Este SNP leva a substituicdo do aminoacido arginina para glutamina
(A>G) dentro de um dominio tipo fibronectina, responsavel pelo reconhecimento
ao colageno tipo IV e ligagdo no sitio catalitico da enzima. Como esse dominio
€ altamente conservado, espera-se uma baixa afinidade da enzima pelo
colageno tipo IV quando ele é removido, ndo possibilitando sua atividade plena.
Esta variante tem sido associada com a elevacdo da expressédo do gene MMP-
9, a presenca da mesma reduz a capacidade de ligacdo de uma proteina
repressora na regiao promotora de MMP-9, com 0 consequente aumento na
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transcricdo do gene em macrofagos cultivados (Allan et al., 1995; Zhang et al.,
1999%; Ye, 2006).

Figura 4. Polimorfismos no gene MMP-9 (Adaptado de YE, 2006).
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Os boxes abertos (caixas brancas) mostram os elementos cis no promotor: NFkB, fator de
transcricdo no sitio de ligacdo NFkB; SP1, fator de transcricdo no sitio de ligagdo SP1; AP1, fator
de transcricdo no sitio de ligacdo AP1; TIE, elemento inibidor do fator transformador de
crescimento $1; TATA, TATA box. Os boxes fechados (caixas escuras) referem-se aos éxons.

Os estudos de associacdao envolvendo MMP-9 R279Q e a chance de
desenvolver algumas neoplasias tém mostrado resultados controversos. Neste
contexto, em se tratando de CaP, relatos de Ugarteburu et al. (2010) afirmam
nao haver associacdo estatisticamente significativa (p= 0,264) entre MMP-9
R279Q e o risco de desenvolver CaP, nem com a agressividade desta neoplasia
(p=0,373) em uma populacédo da Espanha. Em contrapartida, relatos de Reis et
al. (2009) mostraram associacao significativa (p<0,001) entre esta variante e
uma elevacdo no risco de desenvolvimento desta neoplasia, porém com
prognéstico significativamente melhor (p= 0,003) em uma populacao do sudeste
brasileiro.

Um estudo caso-controle realizado na india, utilizando a técnica de PCR-
RFLP, demonstrou em seus resultados, tendo como referéncia o genotipo AA,
gue a presenca desse polimorfismo de forma isolada ndo esta relacionada com
maior susceptibilidade a desenvolver cancer na vesicula biliar [AG: OR (95%IC)
= 1,17 (0,71-1,91), P= 0,534; GG: OR (95%IC) = 1,4 (0,7-2,5), P= 0,198],
entretanto uma analise de haplotipo contendo este e mais dois polimorfismos do
gene MMP-9 mostrou associacdo estatisticamente significativa com o risco de
desenvolver esse tipo de cancer na populacdo estudada [OR (95%IC) =2,75
(1,05-7,23), P =<0.04] (Sharma et al., 2012). Além disso, relatos de Srivastava
et al. (2010) mostram o gendtipo GG com associacdo estatisticamente
significativa com risco de desenvolver cancer de bexiga em uma populagéo do
norte da India (OR=1.92; IC 95%=1.01-3.66; p= 0.048). Por outro lado, relatos
de Cotignola et al. (2007) em um estudo realizado em uma populagdo com
melanoma dos Estados Unidos, mostraram que o0 genétipo GG foi
significativamente mais frequente em pacientes com queimaduras de sol
(p<0,01) e com metéastases em transito (p= 0,03).



22

Resultados obtidos em um estudo caso-controle realizado no Japéo,
mostraram associacao entre o genotipo GG e um histérico familiar de maultiplos
casos de cancer gastrico, visto que, sua frequéncia foi mais observada em
pessoas que tinham parentes de primeiro grau com cancer gastrico quando
comparado aqueles que ndo tinham histérico familiar da doenca [30,4% vs
11,6%; OR (95%IC) = 4,34 (1,45-13,0) e 16,7% vs 11,6%; OR (95%IC) = 2,26
(0,81-6,27)] (Okada et al., 2016). E, em outro estudo realizado com uma
populacdo japonesa, 0s resultados obtidos ndo mostraram associacao
significativa OR (95%IC) = 1,29 (0,86-1,93) do polimorfismo MMP-9 R279Q com
o risco de desenvolver carcinoma de células renais (CCR). No entanto, a
distribuicdo de gendtipos foi significativamente associada com o grau histolégico
(p <0,01). Sugerindo que esse polimorfismo tem influéncia sobre o potencial de
malignidade do CCR (Awakura et al., 2006). Isso provavelmente se deve ao fato
de que sua presenca eleva a expressao de MMP-9 favorecendo o processo de
malignizacdo (Sun et al., 2011).

Em contrapartida, um estudo caso-controle realizado em uma populagéo
do sudoeste da China mostrou associacdo entre esse polimorfismo e a
ocorréncia de cancer colorretal. Visto que, foram encontradas diferencas
significativas na frequéncia genotipica e alélica os grupos caso e controle.
Entretanto, o que se observou foi que os individuos que carregavam o alelo A
foram mais suscetiveis ao cancer colorretal (OR= 1.737, IC 95% = 1,323-2,281,
p <0,001). Além disso, 0 gendtipo AA foi associado a um risco aumentado desse
tipo de cancer em comparacéo com o genotipo GG (OR= 2,213, IC 95% = 1,248-
3,926, p = 0,006) (Fang et al., 2010). Outro estudo, também realizado no
sudoeste da China, relatou associacao significativa do polimorfismo R279Q com
a ocorréncia e metastases em cancer de pulméo. Os resultados mostraram que,
em comparacdo com o genoétipo GG, o gendtipo AA estd associado com
elevacdo significativa do risco de cancer de pulmdo com metastase (OR
ajustado=1,79; IC 95%=1,03-3,08) (Hu et al., 2005).

O polimorfismo MMP-9 R279Q foi relatado também como sendo um
novo e significativo (OR= 2,347, 95 % CI 1,431-3,849) marcador prognostico em
pacientes com carcinoma nasofaringeal locorregionalmente avancado tratados
com quimioterapia na China (Liu et al., 2013) e estando relacionado ao risco de
desenvolver cancer esofagico de células escamosas e cancer de pulmédo em
populacdes chinesas (Wu et al., 2008; Sun et al., 2011), além disso, relatos de
Tang et al. (2008) mostraram que este polimorfismo esta relacionado a um risco
significativamente maior de ocorréncia de metastases linfonodais em pacientes
com cancer gastrico (P= 0,012; OR=3,4 95%CI| 1.29-9.17) mas nao foi
demonstrada associacdo do mesmo com o risco de ocorréncia e invasao desse
tipo de cancer em uma populagéo chinesa.

Deste modo, apesar dos resultados controversos observados, nota-se
uma possivel influéncia de MMP-9 R279Q em etapas da progresséo tumoral,
como na metastase e consequente elevacdo do grau patolégico da doenca
observada. E diante disso, acredita-se que este SNP possa ser um potencial
biomarcador de risco e progndstico para o desenvolvimento e progressédo de
neoplasias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a associa¢ao do polimorfismo MMP-9 R279Q com o CaP e suas
caracteristicas clinicas e patolégicas em uma populacdo com CaP de alto risco
do nordeste brasileiro.

3.2 Objetivos especificos

Verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg nas amostras dos grupos caso
e controle.

Comparar genétipos dos grupos caso e controle.

Comparar as frequéncias obtidas nesse estudo com frequéncias
observadas em outros estudos.

Verificar a possivel associagao entre o polimorfismo MMP-9 R279Q e as
variaveis clinicas e patologicas do CaP.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Populacéo de estudo e obtencédo das amostras

Trata-se de um estudo caso-controle, que compreendeu 153 pacientes
diagnosticados com CaP no Departamento de Urologia do Hospital Sdo Marcos,
Teresina, Piaui (casos) e 193 individuos do sexo masculino, sem historico
pessoal ou familiar de cancer (controles).

Foram inclusos neste estudo voluntarios com diagnostico de CaP de alto
risco de acordo com a classificagdo de D’amico, sem distincdo de cor e classe
social e que constassem em seus registros médicos informacdes clinicas de
estadiamento tumoral e PSA. Foram excluidos do estudo individuos que, por
qualquer razéo, tinham sua capacidade de autodeterminacdo reduzida,
sobretudo no que se refere ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e individuos que ja possuiam um parente de 1° grau participando da
pesquisa, estratégia que visa diminuir a semelhanca amostral e
consequentemente, aumentar a significancia dos resultados.

O grupo controle constituiu-se de 193 amostras de sangue periférico de
homens piauienses com idade = 60 anos e PSA < 2,5 ng/mL.

As amostras do grupo dos casos foram constituidas por 51 amostras de
sangue periférico de pacientes com CaP no Hospital Sdo Marcos, as quais foram
colhidas no ato da prostatectomia, uma vez que tal procedimento ja possui um
acesso venoso, e ndo exclusivamente para a pesquisa, 0 que anula qualquer
incébmodo ou risco desnecessario. E 102 amostras frescas congeladas de tecido
de carcinoma prostatico, as quais foram fornecidas pelo Departamento de
Patologia do hospital para andlise. Apds a coleta, as amostras foram
acondicionadas sob refrigeracdo no Departamento de Patologia do hospital, de
onde as mesmas foram encaminhadas em caixas térmicas para o Laboratério de
Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Piaui, Campus
Ministro Reis Velloso, para serem processadas.

Os parametros clinicos e patologicos do CaP, obtidos a partir dos
prontuarios, foram dicotomizados. O estagio clinico no momento do diagndstico
foi classificado de acordo com o sistema TNM em (i) o grupo localizado (T1-2NoMo)
e (ii) grupo avangado (Ts-4NoMo € T1-4No-1M1 / T14N1Mo-1). O escore de Gleason
para o grau histopatologico foi registrado em (i) o grupo de baixo grau com
escore <7, e (ii) o grupo de alta grau com escore >7. A idade de diagnéstico foi
categorizada em <65 e >65 anos, e os niveis de PSA pré-prostectomia foram
categorizados em <20ng/mL e >20ng/mL. Os outros parametros clinicos e
patolégicos como metastases a distancia, extensdo extracapsular, invasédo da
vesicula seminal, margem vesical, margem uretral, envolvimento dos linfonodos,
invasao perineural e bilateralidade foram padronizados como (i) presente e (ii)
ausente.

4.2 Aspectos éticos

As amostras que foram utilizadas nesse estudo séo provenientes de
um banco de tecido de CaP, estabelecido no laboratério de Genética Humana e
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Médica da UFPI Campus Ministro Reis Velloso, decorrente da aprovacdo do
projeto intitulado “Analise de polimorfismos genéticos associados ao cancer
de prostata no Estado do Piaui’, sob coordenacdo do docente Giovanny
Reboucgas Pinto, na Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Piaui (Edital
FAPEPI/MCT/ CNPqg/CT-INFRA N° 010/2009), cujo inicio efetivo se deu em
2011. As amostras de pacientes diagnosticados com CaP foram encaminhados
pelo Departamento de Urologia do Hospital Sdo Marcos, referéncia em
tratamento oncoldgico no estado do Piaui, no periodo de 2011-2014. Atendendo
a resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, que trata das normas
para pesquisa envolvendo seres humanos, este projeto teve seu protocolo
aprovado em 13 de julho de 2010, pelo Comité de Etica da Universidade Federal
do Piaui — conforme protocolo do CAAE (Certificado de Apresentacdo para
Apreciacao Etica): 0140.0.045.000-10.

Os pacientes ou seus responsaveis legais foram informados da
pesquisa e ao concordarem em participar assinaram um TCLE, autorizando a
coleta da amostra durante ou apds o procedimento cirdrgico.

4.3 Extracdo do DNA e determinacao do gendtipo

As amostras de sangue periférico e de tecido de carcinoma prostatico
foram processadas no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso.

O DNA das 51 amostras de sangue periférico dos pacientes com CaP e
193 amostras de sangue periférico do grupo controle foi extraido utilizando-se o
Wizard® Genomic Kit (Promega Inc., USA) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Resumidamente, os passos foram: 300ul de sangue total foram
adicionados a 900ul de solucédo de lise celular e a mistura incubada por 10
minutos com movimentos de inversdo constantes; em seguida, a mistura foi
centrifugada e apés a centrifugacao, descartou-se o sobrenadante, as amostras
foram levadas ao vortex para evitar a formacdo de grumos nas etapas
posteriores, que € a adicao de uma mistura de 300ul de lise nuclear e 100ul de
solucdo de precipitacdo de proteinas; centrifugou-se novamente e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 300ul de isopropanol,
submetido novamente a centrifugacdo, seguida pelo descarte do sobrenadante
e pela adicdo de etanol 70%; uma nova centrifugacao foi feita e o sobrenadante
foi entdo descartado e a amostra de DNA obtida, visivel como uma massa branca
(pellet) no fundo do tubo e foi incubada com 100ul de uma solugéo de reidratacéo
em banho-maria por 1 hora a 65°C para que o DNA fosse eluido, ou seja, para
que ficasse disperso em solucao de forma homogénea.

Para a extracdo do DNA a partir das 102 amostras tecido de carcinoma
prostético, fragmentos de tecido (aproximadamente 20 mg) foram
mecanicamente homogeneizados (Homogeneizador manual, modelo D-130,
Wiggenhause SDN BHD) em solucéo de lise nuclear com o Wizard® Genomic
Kit (Promega Inc., USA) e depois incubados com 20mg/mL de proteinase K a
65°C por 12 horas ou até que o fragmento estivesse completamente digerido.
Subsequentemente, a proteinase K foi inativada a 95°C por 15 minutos e o
produto total foi usado para a extracdo do DNA de forma semelhante ao
procedimento de extragdo de DNA do sangue periférico.
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A pureza e concentragdo do DNA foram determinadas por eletroforese
em gel de agarose a 0,2%, corado com GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, USA)
e em espectrofotometro (Bioespec-nano, Shimadzu, Japan), por meio de
comprimento de onda.

O DNA obtido foi utilizado para a amplificagdo do SNP MMP-9 R279Q.
Este polimorfismo foi detectado na amostra de DNA utilizando a Reagédo em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de digestdo enzimatica com
endonucleases de restricdo (Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de
Restricdo - RFLP).

As reacgbes de PCR foram realizadas em um volume total de 25uL
contendo 0,5uL de DNA gendmico, 0,1uL de enzima Taq polimerase, 0,75uL de
MgClz, 2,5uL de tampdao 1x (100mM Tris-HCI; pH 8,5; 500 mM KCI), 1uL de cada
iniciador, 4puL de dNTP, e 15,2uL de H20. E reacdo para o controle negativo
(contendo todos os componentes, exceto o DNA) foi incluida em todas as
corridas do gel, para confirmar a auséncia de qualquer contaminacdo. As
condi¢cbes de ciclagem para amplificacéo da regido deste polimorfismo foram:
10min a 94°C; 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 57°C, 30s a 72°C e uma extensao
final a 72°C durante 7min. Posteriormente as reacdes de PCR foram aplicadas
em gel de agarose 2%, corados com GelRed™ e visualizados em
transiluminador, sob luz ultravioleta a partir do qual se realiza foto documentacéo
do gel para analise visual subsequente. Apés a visualizagéo, os produtos foram
submetidos a analise de RFLP.

Os iniciadores desenhados para a realizacdo da PCR foram os
seguintes: 5-GAGAGATGGGATGAACTG-3 (Forward) e 5-
GTGGTGGAAATGTGGTGT- 3’ (Reverse), gerando um produto de 439pb o qual
foi digerido com a enzima Smal a 30°C por 16 horas. Os fragmentos de SNP
foram separados em gel de poliacrilamida a 10%, em cuba vertical, com uma
corrente de 130 V por 2h30min, e visualizados por meio de revelacdo com nitrato
de prata. A simulacdo do padrao de bandas obtido pode ser visualizada na Figura
5 e na Figura 6 a imagem real do padréo de bandas obtido.

Figura 5. Simulacdo do padrdo de bandas obtido apds digestdo com a enzima Smal.

1 2 3 =

439pb

315pb

124pb

Coluna 1: DNA Ladder (100pb); Coluna 2: gendtipo homozigoto selvagem AA (439bp); Coluna
3: genotipo heterozigoto AG (439+315+124bp); Coluna 4: gendtipo homozigoto mutante GG
(315+124bp).
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Figura 6. Padrao de bandas obtido ap6s digestdo com a enzima Smal

Genotipagem por meio da técnica de PCR-RFLP. Fragmentos do SNP observados em gel de
poliacrilamida a 10% revelado com nitrato de prata. Colunas 1, 3, 4, 7, 8, 9, 11, 12, 15, 16, 18,
19 e 23: Gendtipo AA (439pb); Colunas 2, 5, 6, 13, 17, 21 e 22: Genotipo AG (439+315+124bp);
Colunas 10, 14 e 20: Gen6tipo GG (315+124bp). Fonte propria.

4.4 Andlise estatistica

No estudo caso-controle, foram feitas comparacbes entre as
distribuigBes genotipicas e frequéncias alélicas nos grupos dos individuos casos
e controles. Diferencas nas distribuicbes genotipicas e nas frequéncias alélicas
de polimorfismos de nucleotideo Unico e o equilibrio de Hardy-Weinberg foram
avaliadas pelo teste do qui-quadrado (x2) ou, quando necessario, teste exato de
Fisher. Para verificar a distribuicdo dos gendétipos entre as duas populacdes e
das variaveis clinicas no grupo casos, foi utiizado o modelo de regressao
logistica binaria ajustado por idade odds ratio (OR), com intervalo de confianca
de 95% (IC), e valor de significancia (P<0,05). Para determinacao da distribuicéo
das idades e nivel de PSA pré-operatério entre 0s grupos caso e controle foi
realizado o teste de variancia ndo-paramétrico Kruskal Wallis. A andlise dos
dados foi realizada por meio do software SPSS statistics 20.0.0.
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5. RESULTADOS

A distribuicdo genotipica do polimorfismo MMP-9 R279Q esta em
equilibrio de Hardy-Weinberg tanto no grupo dos controles quanto no grupo dos
casos.

Na analise das médias de idade, observou-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos caso e controle (p=0,107). A média
de idade para os casos foi de 67,6 anos, com desvio padrdo de = 8,5 anos e
variagao de 44 — 90 anos e de 68,3 anos, com desvio padrao de + 6,6 anos e
variacéo de 54 — 97 anos para os controles. Enquanto que, com relagéo ao PSA,
a diferenca das médias entre os grupos foi estatisticamente significativa (p=
0,001). Sendo que a média de PSA para o grupo dos casos foi de 54,42ng/mL
com variagao de 0,19 — 1238ng/mL e 1,09ng/mL com variacdo de 0,06 —
2,5ng/mL para o grupo dos controles (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo de idade e PSA nos grupos caso e controle

Controles (193) Casos* (153)
Média de idade + DP 68,3 £ 6,6 anos 67,6 £ 8,5 anos
Variacéo de idade 54 — 97 anos 44 — 90 anos
PSA inicial (amplitude) 1,09 (0,06 — 2,5) ng/mL 54,42* (0,19 —1238) ng/mL

Teste Kruskal Wallis; *Dados disponiveis apenas para 122 amostras.

A distribuicdo das caracteristicas clinicas e patoldgicas observadas nos
pacientes com CaP pode ser visualizada na Tabela 2, onde verificou-se que
houve predominancia de pacientes com PSA pré-operatdrio <20ng/mL (41,8%),
tumor em estagio T3 (66,7%), sem comprometimento nodal (59,5%), com
auséncia de metastases (58,2%) e escore de Gleason <7 (60,1%).

Tabela 2 — Caracteristicas da amostra quanto as variaveis clinicas

Variaveis clinicas N (%) Dados néao disponiveis
no prontuario N (%)
Estagio tumoral T1 07 (4,6) 04 (2,6)
T2 23 (15,0)
T3 102 (66,7)
T4 17 (11,1)
Comprometimento NO 91 (59,5) 04 (2,6)
nodal N1 15 (9,8)
NX 43 (28,1)
Metastase MO 89 (58,2) 04 (2,6)
M1 15 (9,8)
MX 45 (29,4)
Escore de Gleason <7 92 (60,1) 04 (2,6)
>7 57 (37,3)
PSA  pré-operatério <20 64 (41,8) 31(20,3)

(ng/mL) >20 58 (37,9)
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A regressao logistica binaria foi realizada com a finalidade de predizer a
associacdo do SNP MMP-9 R279Q com a susceptibilidade de desenvolver CaP
através da analise da diferenca entre as frequéncias genotipicas nos grupos
caso e controle. O modelo de regressdo logistica foi estatisticamente
significativo, p <0,0005, com sensibilidade de 10%, especificidade de 90%.

O resultado obtido usando o gendtipo homozigoto selvagem (AA) como
referéncia, revelou que os gendtipos heterozigoto (AG) e homozigoto mutante
(GG) parecem nao estdo associados com o0 risco aumentado para CaP na
populacao estudada, jA que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre as frequéncias genotipicas nos grupos caso e controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuigdo genotipica e alélica do polimorfismo MMP-9 R279Q

MMP-9 Frequéncia Estatistica
R279Q Controles  Casos OR (95%IC) = OR (95%IC) p2
n (%) n (%)

Frequéncia

tioi
genoAAlplca 78 (40,4) 60 (39,2) Referéncia Referéncia

AG 97 (50,3) 77 (50,3) 0,90(0,58-1,38) 0,76 1,12(0,53-2,34) 0,41
s 18(09,3) 16(10,5) 1,07 (0,53-2,17) 0,70 1,15(0,54-2,45) 0,46
AG+GG 115(59,6) 93(60,8) 1,07 (0,69-1,65) 0,75 1,00(0,99-1,00) 0,57
Frequéncia

alélica

A 253 (65,5) 197 (64,4) - - - -
G 133(34,5) 109 (35,6) 1,01(0,76-1,44) 0,75 - -

1 Modelo de regressao logistica binaria normal; 2 Modelo de regressao logistica binaria ajustado
por idade; p<0,05 estatisticamente significativo.

Além disso, a regressao logistica foi realizada com a finalidade de
predizer se o0 gendtipo exerce efeito sobre a progresséo e agressividade do CaP,
com base na idade de diagndstico, PSA pré-operatério, estagio clinico e escore
de Gleason (Tabela 4). No entanto, também néo foi verificada associacéo
estatisticamente significativa.
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Tabela 4 — Associagcdo entre os parametros clinicos e patolégicos e o polimorfismo MMP-9

R279Q
Gendtipo  Parametros clinicos e patolégicos Estatistica
MMP-9
R279Q OR (95%IC) Pt OR (95%IC) P2
Idade de diagnostico n (%)
*Dados
perdidos
AA 00 (0,0) Referéncia
AG 00 (0,0) 2,45 (1,21-4,97) 0,12 - -
GG 00 (0,0) 1,89 (0,62-5,74) 0,26 - -
AG+GG 00 (0,0) 1,58 (0,82-3,05) 0,17 - -
PSA pré-operatorio n (%)
*Dados
perdidos
AA 18 (58,1) Referéncia
AG 09 (29,0) 0,90 (0,26-3,12) 0,87 1,00 (0,99-1,02) 0,75
GG 04 (12,9) 0,89 (0,25-3,13) 0,86 1,00(0,99-1,02) 0,77
AG+GG 13 (41,9) 1,20 (0,62-2,35) 0,53 - =
Estagio clinico n (%)
*Dados
perdidos
AA 02 (40,0) Referéncia
AG 02 (40,0) 0,56 (0,24-1,29) 0,18 0,99 (0,98-1,00) 0,19
GG 01 (20,0) 2,93 (0,35-24,33) 0,31 1,01(0,99-1,05) 0,30
AG+GG 03 (60,0) 1,76 (0,78-3,96) 0,16 - -~
Escore de Gleason n (%)
*Dados
perdidos
AA 03 (75,0) Referéncia
AG o1 (25'0) 0,75(0,37-1,15) 0,43 0,99 (0,98-1,00) 0,57
GG 00 (0 b) 1,14 (0,38-3,40) 0,81 1,00 (0,98-1,01) 0,75
AG+GG o1 (25.; 0) 0,60 (0,30-19) 0,14 - -

1 Modelo de regressao logistica binaria normal; 2 Modelo de regressao logistica binaria ajustado

por idade; p<0,05 estatisticamente significativo.

As frequéncias genotipicas e alélicas observadas neste trabalho foram

posteriormente comparadas com as frequéncias observadas em um estudo de
associagao entre MMP-9 R279Q e o CaP, realizado por Reis et al. (2009) no
sudeste do Brasil (Tabela 5), onde verificou-se uma diferenca estatisticamente
significativa entre as frequéncias obtidas nos dois estudos (p<0,001).
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Tabela 5. Comparagédo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo MMP-9 R279Q
entre duas popula¢gbes com CaP do Brasil

MMP-9 Frequéncia Estatistica
R279Q Nordeste do Brasil Sudeste do Brasil *P
Casos Controles Casos Controles
n (% n (% n (% n (%
Frequéncia (0) 06) (%) 0)
genotipica
AA 60 (39,2) 78 (40,4) 01 (1,0 05 (5,0) 0,000
AG 77 (50,3) 97 (50,3) 43 (43,0) 93 (93,0) 0,000
GG 16 (10,5) 18 (09,3) 56 (56,0) 02 (2,0) 0,001
AG+GG 93(60,8)  115(59,6) 99 (99,0) 95 (95,0) 0,000
Frequéncia
alélica
A 197 (64,4) 253 (65,5) 45 (22) 103 (52,0) 0,000
G 109 (35,6) 133 (34,5) 155 (78) 97 (48,0) 0,001

Modelo de regresséao logistica binaria. *P<0,05 para significAncia estatistica.
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6. DISCUSSAO

Um dos fatores de risco mais bem definidos para o desenvolvimento do
CaP é o aumento da idade. Cerca de 65% dos casos de cancer de prostata séo
geralmente diagnosticados em pacientes com idade superior a 65 anos, sendo
apenas 0,1% dos casos diagnosticados antes dos 50 anos de idade (Dornas et
al. 2008). Com relacéo a este fator, nossos resultados mostraram que néo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos (p= 0,113). A média
de idade para os casos foi de 67,6 anos, com variacao de 44 — 90 anos e de 68,3
anos, com variacdo de 54 — 97 anos para os controles. Este resultado sem
significancia estatistica pode ser explicado pelo fato de que um dos critérios de
inclusdo para o grupo controle foi que o individuo tivesse idade superior a 50
anos.

Observou-se que a maioria dos pacientes (56,8%) foram diagnosticados
com a doenca apds os 65 anos de idade. Com relacdo ao gendtipo, observou-
se que o grupo dos pacientes que foram diagnosticados com CaP antes dos 65
anos de idade o genétipo homozigoto selvagem foi mais frequente (62,1%),
enguanto que no grupo dos pacientes diagnosticados apds os 65 anos de idade
genaotipo homozigoto mutante foi mais frequente (47,1%), entretanto ndo houve
uma diferenca estatisticamente significativa (p>0,05), sugerindo que, neste
estudo, a idade de diagnostico ndo foi influenciada pelo gendtipo.

No que diz respeito a variacdo do PSA entre 0s grupos caso e controle,
houve uma diferenca estatisticamente significativa (p= 0,001). Tal diferenca ja
era esperada, visto que um dos critérios de escolha para participar do grupo
controle era que o individuo tivesse PSA < 2,5ng/mL. Um ponto interessante a
se destacar € que, apesar da diferenca significativa entre a variacdo do PSA dos
grupos caso e controle, notou-se que no grupo dos casos a variagao do PSA foi
de 0,19-1238ng/mL, ou seja, indicando que mesmo individuos com o valor de
PSA baixo (<4ng/mL) sdo susceptiveis a desenvolver CaP.

De modo geral, sabe-se que a elevagcdo sérica do PSA demonstra
alguma alteracdo na glandula prostatica, embora ndo seja especifica para a
neoplasia. Ou seja, apesar do teste de PSA ser bastante sensivel, existe a
limitacdo referente a baixa especificidade. No entanto, um ponto que deve ser
mencionado é que, apesar de ser algo bem menos frequente, é possivel que a
progressdo do CaP ocorra na presenca de um nivel de PSA indetectavel ou
baixo. E tal evento parece nédo ter interferéncia alguma na agressividade da
doenca. Estima-se que aproximadamente 18% dos pacientes com céancer de
préostata tém PSA normal, sendo o tumor detectado exclusivamente através do
toque retal. Este fato sugere a necessidade de estudos aprofundados para que
sejam propostos métodos com a finalidade de melhorar a sensibilidade e a
especificidade do teste do PSA e obtencdo de novos biomarcadores para um
melhor diagnostico em CaP. Neste contexto, os fatores genéticos tém ganhado
grande destaque nos estudos na busca de novos biomarcadores que possam
auxiliar no estabelecimento do diagndstico, prognostico e tomada de decisao
terapéutica em CaP (Lee et al., 2010; Gilbert et al., 2015; Jakobsen et al., 2016).
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Um importante ponto que se deve levar em consideracdo em estudos
envolvendo SNPs é que sua frequéncia é variavel de acordo com a etnia e regiao
geografica (Yang et al., 2012). No Brasil, apenas um estudo de associagéo entre
variante MMP-9 R279Q e o CaP foi encontrado, realizado por Reis et al. (2009)
na regiao sudeste, entretanto na regido nordeste acredita-se que este seja 0
primeiro estudo envolvendo esta variante e o CaP.

A distribuicdo alélica de MMP-9 R279Q em algumas populacfes pode
ser visualizada nos gréficos da Figura 7, onde se pode observar que o alelo A
tem uma frequéncia média de 54% enquanto o alelo G tem uma frequéncia
média de 46% na populacdo mundial. A populacdo piauiense, foco do nosso
estudo, tem em maior parte de sua constituicAo genética contribuicdo de
europeus (60%) e africanos (21,5%) (Lopes et al., 2014). No grafico de
distribuicdo alélica referente a populacéo europeia (Figura 7), pode-se observar
que a frequéncia média do alelo A é de 62% e do alelo G 34%, e no grafico
referente a populacéo africana a frequéncia média é de 66% para o alelo A e
34% para o alelo G. Neste contexto, nota-se que as distribuicdes alélicas séo
semelhantes as observadas em nosso estudo, onde a presenca do alelo A em
64,4% dos casos e 65,5% dos controles, enquanto que a presenca do alelo G foi
verificada em 35,6% dos casos e 34,5% dos controles. Ja a com relacdo a
distribuicdo genotipica, a média na populacéo europeia é: AA — 38%, AG — 47%
e GG — 14%, e na populacéo africana é: AA — 42%, AG — 46% e GG — 11%.
Essas frequéncias genotipicas também sdo semelhantes as frequéncias obtidas
em nosso estudo: AA — 40,4%, AG — 50,3% e GG — 9,3% (Controles), AA —
39,2%, AG — 50,3% e GG —-10,5% (casos).

Figura 7. Gréficos de frequéncias de distribuicdo alélica de MMP-9 R279Q em populacdes
mundiais (Fonte: ENSEMBL, 2017).
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No que diz respeito a distribuicdo genotipica entre casos e controles,
nossos dados mostraram que tanto no grupo dos casos quanto no grupo dos
controles o gendtipo AG foi detectado em 50,3% dos individuos. E que, tendo o
gendtipo AA como referéncia ndo houve diferenca estatisticamente significativa
na distribuicdo genotipica entre os grupos, AG: OR (95%IC)= 1,07 (0,53-2,17),
p=0,70 e GG: OR (95%IC)= 1,07 (0,69-1,65), p=0,75. Ou seja, neste estudo néo
encontramos associagdo significativa entre o genoétipo e a suscetibilidade ao
CaP.

Aléem disso, nossos resultados ndo mostraram associacao
estatisticamente significativa entre o polimorfismo e nenhuma das variaveis
clinicas e patolégicas do CaP como pode ser visto na Tabela 4. E importante



34

destacar que todos pacientes com CaP que participaram deste trabalho se
encaixam no grupo de alto risco (pior prognéstico) de acordo com a classificacao
de risco de D’Amico, na qual leva-se em consideracéo o estagio tumoral, PSA
pré-operatorio e escore de Gleason. Nesse sentido, o que se observou é que
tanto no grupo dos pacientes com PSA pré-operatorio inferior a 20ng/ml quanto
nos pacientes com PSA pré-operatorio superior a 20ng/ml houve predominancia
do gendtipo AG, 48,4% e 48,3% respectivamente. No que diz respeito ao estagio
clinico verificou-se que no grupo localizado o gendtipo AA foi mais frequente,
presente em 53,3% dos individuos, enquanto que no grupo avanc¢ado o genotipo
mais frequente foi o AG, presente em 52,1% dos individuos. E com relagéo ao
escore de Gleason observou-se que no tanto no grupo com escore <7 (baixo)
quanto no grupo com escore >7 (alto), o genétipo AG foi mais frequente, 47,8%
e 52,6% respectivamente. Entretanto, tendo como referéncia o gendtipo AA, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa, indicando que aparentemente o
genaotipo ndo exerce influéncia sobre a agressividade e prognostico do CaP na
populacao estudada.

Esses dados corroboram os dados obtidos por Ugarteburu et al. (2010)
onde nao foi verificada associagdo estatisticamente significativa entre o
polimorfismo MM9 R279Q e a chance de desenvolver CaP (p=0,264) bem como
com a agressividade tumoral em CaP (p=0,373). A semelhanca entre nossos
resultados e os resultados de Ugarteburu et al. (2010) em uma populacao
espanhola, podem ser reflexo da composicao étnica da nossa populacao de
estudo, visto que, segundo relatos de Lopes et al. (2014) a populagéo piauiense
tem em sua maioria contribuicdo europeia em sua composicdo genética. No
entanto, apesar do resultado concordante, o estudo feito por Ugarteburu et al.
(2010) tem uma metodologia diferente da metodologia empregada neste
trabalho, o que gera uma limitacdo na comparacao entre os dados observados.

Por outro lado, nossos resultados divergem com os resultados obtidos
por Reis et al. (2009), em um estudo realizado no sudeste do Brasil, no qual
identificou-se associacdo estatisticamente significativa (p<0,001) entre a
presenca do gendtipo GG e uma maior chance de desenvolver CaP, além de
associacao estatisticamente significativa entre a presenca do genétipo GG e um
melhor prognostico da doenca (p= 0,003). Além disso, fazendo a comparacao
entre as frequéncias alélicas e genotipicas dos casos e controles obtidas no
nosso estudo e no estudo de Reis et al. (2009), pudemos observar que além dos
resultados divergentes com relacédo a associacdo de MMP-9 R279Q e o CaP, a
diferenca da distribuicdo alélica e genotipica foram estatisticamente significativas
(p<0,001) entre os dois estudos. Acredita-se que essa divergéncia de resultados
se deva provavelmente a diferencas na metodologia empregada em ambos os
estudos e diferencas nas caracteristicas clinicas das popula¢gfes estudadas, ja
gue em nosso estudo a amostra foi constituida de pacientes com CaP de alto
risco, enquanto que no estudo de Reis et al., essa classificacdo por grupo de
risco nao foi verificada.

No que diz respeito ao risco de desenvolver outras neoplasias, alguns
estudos foram observados com resultados divergentes. Um estudo caso-controle
realizado na india por Sharma et al. (2012), demonstrou em seus resultados,
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tendo como referéncia o genotipo AA, que a presenca desse polimorfismo de
forma isolada ndo esta relacionada com maior susceptibilidade a desenvolver
cancer na vesicula biliar [AG: OR (95%IC) = 1,17 (0,71-1,91), P=0,534; GG: OR
(95%IC) = 1,4 (0,7-2,5), P= 0,198]. Enquanto que, relatos de Srivastava et al.
(2010) mostram o gendtipo GG com associacdo estatisticamente significativa
com risco de desenvolver cancer de bexiga em uma populag&o do norte da India
(OR=1.92; IC 95%=1.01-3.66; p= 0.048).

Em um estudo realizado em uma populacdo japonesa, os resultados
obtidos ndo mostraram associacao significativa OR (95%IC) = 1,29 (0,86-1,93)
entre o polimorfismo MMP-9 R279Q e o risco de desenvolver carcinoma de
células renais (CCR) (Awakura et al., 2006). Outros resultados obtidos em um
estudo caso-controle realizado também no Japdo, mostraram associagdo entre
0 genotipo GG e um histérico familiar de maltiplos casos de cancer gastrico. Sua
frequéncia foi mais observada em pessoas que tinham parentes de primeiro grau
com cancer gastrico quando comparado aqueles que n&o tinham histérico
familiar da doenca [30,4% vs 11,6%; OR (95%IC) = 4,34 (1,45-13,0) e 16,7% vs
11,6%; OR (95%IC) = 2,26 (0,81-6,27)] (Okada et al., 2016).

Um estudo caso-controle realizado em uma populacdo do sudoeste da
China mostrou associacdo entre esse polimorfismo e a ocorréncia de cancer
colorretal. Estima-se que a frequéncia alélica média deste SNP na populacéo
chinesa seja de 25% para o alelo A e alelo 75% para o alelo G, e a frequéncia
genotipica média seja de 7% para 0 genotipo AA, 36% para 0 genotipo AG e
57% para o gendtipo GG. E, o que se observou nesse estudo foi que os
individuos que carregavam o alelo A foram mais suscetiveis ao cancer colorretal
(OR=1.737, 1C 95% = 1,323-2,281, p <0,001) e que o gendtipo AA foi associado
a um risco aumentado desse tipo de cancer em compara¢do com o genétipo GG
(OR=2,213, IC 95% = 1,248-3,926, p = 0,006) (Fang et al., 2010). Outro estudo,
também realizado no sudoeste da China, relatou associacéo significativa do
polimorfismo R279Q com a ocorréncia e metastases em céancer de pulmao.
Onde os resultados mostraram que, em comparagcdo com o genotipo GG, o
gendtipo AA estd associado com elevacéo significativa do risco de cancer de
pulm&o com metastase (OR ajustado=1,79; IC 95%=1,03-3,08) (Hu et al., 2005).
Além disso, este polimorfismo foi descrito como estando relacionado ao risco de
desenvolver cancer esofagico de células escamosas e cancer de pulmédo em
populacdes chinesas (Wu et al., 2008; Sun et al., 2011)

Levando em consideracdo a associacdo entre a presenca do
polimorfismo e a progressao e agressividade de outras neoplasias, um estudo
realizado no Japdo, mostrou que a distribuicdo genotipica foi significativamente
associada com maior grau histologico em CCR (p <0,01). Sugerindo que esse
polimorfismo tem influéncia sobre o potencial de malignidade do CCR (Awakura
et al., 2006). Isso provavelmente se deve ao fato de que sua presenca eleva a
expresséo de MMP-9 favorecendo o processo de malignizagdo (Sun etal., 2011).
Em adicéo, relatos de Tang et al. (2008) sugerem que este polimorfismo esteja
relacionado a um risco significativamente maior de ocorréncia de metastases
linfonodais em pacientes com cancer gastrico (P= 0,012; OR=3,4 95%CI 1.29-
9.17) mas nao foi demonstrada associagdo do mesmo com o risco de ocorréncia
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e invasao desse tipo de cancer em uma populacdo chinesa. Além disso, o
polimorfismo MMP-9 R279Q foi relatado também como sendo um novo e
significativo (OR= 2,347, 95 % CI 1,431-3,849) marcador progndstico em
pacientes com carcinoma nasofaringeal locorregionalmente avancgado tratados
com quimioterapia na China (Liu et al., 2013).

Neste contexto, acredita-se que essa divergéncia de resultados possa
ser ocasionada por diversos fatores, tais como diferentes metodologias
aplicadas em cada estudo, diferencas étnicas inerentes a cada populacédo e
interacdes ambientais que podem se sobrepor ao gendtipo. No entanto, embora
os sejam verificados resultados controversos, pode-se observar a relevancia do
polimorfismo MMP-9 R279Q na suscetibilidade a neoplasias, inclusive no
desenvolvimento, progressao e agressividade do CaP. O que aponta este SNP
como um possivel biomarcador de risco e prognostico em CaP e sugere a
necessidade de estudos adicionais com a finalidade de melhor compreender a
contribuicdo do mesmo nos processos neoplasicos.
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7. CONCLUSAO

Nossos achados revelaram uma auséncia de associacéo
estatisticamente significativa entre o SNP MMP-9 R279Q e a suscetibilidade ao
CaP, bem como com a agressividade e prognostico em uma populagdo com CaP
de alto risco do nordeste brasileiro. No entanto, tendo como base dados da
literatura, acredita-se que este SNP seja um potencial marcador para
prognostico em CaP. Diante disso, nossos dados podem contribuir para
analises em potencial em estudos futuros para que se possa melhor
compreender seu perfil de variabilidade, bem como preencher as lacunas que
existem acerca de suas provaveis contribuicbes para a clinica e terapéutica do
CaP, no intuito de que futuramente essas informacdes possam servir de auxilio
em estratégias de tratamento personalizado.
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