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RESUMO

A familia de receptores Toll-like (TLR) representa o principal grupo de receptores responsavel
pelas respostas do sistema imune inato a fatores antigénicos, incluindo aos Padroes
Moleculares Associados a Danos celulares (DAMPs), os quais sao produzidos por células
cancerigenas. Considerando o Cancer de Prostata (CaP), a regulacdo génica, a sinalizagdo
celular, a consequente secrecdo de citocinas e o recrutamento de células imunes
relacionadas a ativagdo de 7LR2 ainda necessitam ser descritos. Este trabalho objetivou
verificar a influéncia do polimorfismo -196/-174del deste receptor na susceptibilidade ao CaP
em individuos brasileiros. Por meio de PCR alelo-especifica, 23 pacientes com CaP e 23 com
hiperplasia prostatica benigna (HPB) foram genotipados. Estes foram caracterizados em
Ins/Ins (Inser¢ao/Inser¢do), quando ambos os seus alelos continham 288 pb, Ins/Del
(Inser¢ao/Delecdo) como heterozigotos e Del/Del (Delecao/Dele¢do) quando continham
alelos com 266pb. Nao foi verificada diferenga estatisticamente significante entre as idades e
os valores de PSA (Antigeno Prostatico Especifico) entre os grupos de estudo (p=0,12ep =
0,17, respectivamente). A frequéncia genotipica se mostrou em equilibrio de Hardy-Weinberg
(p=0.90 para CaP e 0.43 para HPB). Além disso, os gen6tipos nao diferenciaram os pacientes
CaPde HPB, contudo, houve uma maior prevaléncia do alelo deletério em homens acometidos
pela doenca. Um maior nimero de individuos necessita ser avaliado, bem como analises do
namero de transcritos do gene TLR2 devem ser conduzidas para, assim, definir o impacto
dessa mutacao nas lesdes prostaticas.

Palavras-chave: CaP. Biomarcador. TLR2. Polimorfismo.



ABSTRACT

The Toll-like family (TLR) represents the main group of receptors related to innate immune
system that respond against antigenic factors, including to Damage-Associated Molecular
Patterns (DAMPs), which are produced by cancerous cells. Considering the Prostate Cancer
(PCa), the genetic regulation, the cell signaling, the secreted cytokines and the recruited
immune cells related to TLR2 activation, still need to be elucidated. This work aimed to
characterize the -196/-174del polymorphism of TLR2 in PCa susceptibility in Brazilian men.
Through allele-specific PCR, 23 patients with PCa and 23 with Benign prostatic hyperplasia
(BPH) were genotyped. Men were considered as Ins/Ins (Insertion/Insertion),when both
alleles were present(288bp), Ins/Del as heterozygous and Del/Del (Deletion/Deletion) with
both 266bp alleles. There were no statistically significant difference of age and PSA values
between the studied groups (p= 0.12 and p= 0.17, respectively). The genotypic frequency was
in Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) (p=0.90 for PCa and 0.43 for BPH). Furthermore,
the genotypes did not differentiate PCa and BPH patients, however, there was a higher
prevalence of deleterious allele in men affected by the disease. A greater number of
individuals need to be evaluated, as well as analyzes of the transcripts number of TLR2 gene
must be conducted to define the impact of this mutation in prostatic lesions.

Keywords: PCa. Biomarker. TLR2. Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenca associada a alteragdes metabolicas e genéticas que resultam
em falhas nos processos de controle da proliferagdo, diferenciacdo e/ou apoptose celular.
Quanto a incidéncia em ambito mundial, cerca de dois ter¢os das mortes devido a todos os
tipos de canceres ¢ observada em paises de média ou baixa renda, devido principalmente a
diagnodsticos e tratamentos ndo acessiveis a maior parte da populagio (ONU, 2017). Nos
Estados Unidos, a estimativa ¢ de 1.735.350 novos casos € 609.640 mortes relacionadas a
doenga no ano de 2018 (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). Dentre os individuos do sexo
masculino e os diferentes tipos de tumores, o cancer de prostata (CaP) ¢ o segundo mais
incidente, inclusive no Brasil, onde estimam-se 68.220 casos em 2018, atras somente do
cancer de pele ndo-melandmico (BORGES et al., 2018).

Os métodos diagnosticos atuais, como o toque digital retal, a quantificacao dos niveis
séricos de PSA (Antigeno Prostatico Especifico) e os exames de imagem carecem de
estratégias adicionais que garantam uma maior especificidade na diferenciacdo entre pacientes
com CaP e Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB). Nesse cenario, a descoberta e validagdo de
biomarcadores emergem como uma ferramenta promissora em oncologia clinica.

As alteracdes polimorficas em genes-chave vém se mostrando significativas na
caracterizacao epidemioldgica da doenga e na identificagdo de marcas de susceptibilidade. Os
genes que codificam os receptores do tipo 7oll (TLR), em especial o TLR2, estdo envolvidos
com a resposta ¢ modulacao imunologica, com associa¢ao direta ao surgimento € progressao
do cancer. O polimorfismo -196/-174del na regido promotora do gene 7Toll-like? ja foi
associada ao CaP na populacdo indiana, contudo, nao existem estudos em pacientes
brasileiros.

Presentemente, avaliamos a influéncia do polimorfismo -196/-174del do gene Toll-
like2 na susceptibilidade de individuos brasileiros ao CaP. Os gendtipos ndo diferenciaram os
pacientes de CaP e HPB, contudo, houve uma maior prevaléncia do alelo deletério em
homens acometidos pelo céncer. Sugerimos que um numero maior de pacientes seja
analisado, assim como os efeitos moleculares dessa dele¢ao nos transcritos formados. Assim,
poderemos sugerir com mais seguranca o papel dessa mutagdo na malignidade e progressao

da doenga.
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OBJETIVOS

Objetivo geral: Caracterizar o polimorfismo -196 para -174del do gene TLR2 em pacientes

brasileiros com Cancer de Prdstata e Hiperplasia Prostatica Benigna.

Objetivos especificos:
e Padronizar a detec¢ao da mutagdo nos pacientes selecionados;
e Avaliar o papel do polimorfismo enquanto evento molecular associado a

susceptibilidade ao CaP.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer de Prostata: do diagnéstico ao tratamento

O cancer ¢ uma doenga complexa em que células tecido-especificas nao respondem
adequadamente a sinais responsaveis pelo controle da diferenciacdo, proliferagao,
sobrevivéncia e apoptose celulares (WEINBERG, 2014). Ja foram descritos mais de 280
tipos, de forma que os tumores malignos sdao caracterizados por apresentar: alteragcdes
genOmicas; ciclo celular curto; crescimento invasivo; alta mobilidade e mudangas
morfoldgicas criticas (HASSANPOUR, H.S.; DEHGHANI, M., 2017). Assim, ha a
classificacdo destes como primarios, quando sdo diagnosticados em seu local de origem, e
secundarios ou metastaticos, quando invadem outros tecidos por meio do sistema circulatério
(LODISH et al., 2016).

Quanto a incidéncia em ambito mundial, cerca de dois ter¢os das mortes pela doenga ¢
observada em paises de média ou baixa renda, devido, principalmente, a diagnosticos e
tratamentos ndo acessiveis a maior parte da populacdo (ONU, 2017). Adicionalmente, a
estimativa ¢ de 1.735.350 novos casos ¢ 609.640 mortes relacionados ao cancer no ano de
2018 nos Estados Unidos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). Ja no Brasil, para o mesmo
ano, sao esperados 582.590 novos casos (BORGES et al., 2018).

Dentre os individuos do sexo masculino e os diferentes tipos de tumores, o cancer de
prostata (CaP) € o segundo mais diagnosticado no mundo, representando o segundo maior
causador de mortes, atrds somente do cancer de pele ndo-melanomico (SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2018). No Brasil, tal doenga também ¢ a segunda mais incidente entre individuos do
sexo masculino, com uma estimativa de 68.220 casos em 2018 e com 13.772 mortes

registradas em 2013 (BORGES et al., 2018).
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No que concerne a sua etiologia, diferentes fatores tém contribuido para o seu
desenvolvimento, dentre os quais se destacam o consumo de alcool e o sexo do paciente
(CAO et al., 2015). O uso de tabaco também tem sido correlacionado ao CaP e a outras 17
classes tumorais, devido as diferentes mutacdes causadas em sequéncias de DNA e afetando
de modo preponderante os tecidos expostos diretamente a fumaga do produto
(ALEXANDROYV et al., 2016). Além disso, fatores ambientais como a exposicao as radiacdes
ultravioleta e raios X, bem como o estilo de vida sdo definidos como importantes fatores de
risco (IRVING et al., 2016.; GALLAGHER; LEROITH, 2015).

O diagnostico do CaP, em geral, acontece em homens acima dos 65 anos, (CUZICK et
al., 2014.; HUSSEIN; SATTURWAR; VAN DER KWAST,2015), sendo mais frequente em
negros (CUZICK et al., 2014). Em se tratando dos sintomas, dores 6sseas e abdominais, assim
como nocturia e infec¢des urinarias sdo verificadas principalmente em estagios mais
avangados da doenga (YOUNG et al., 2015). De dificil diagnostico, algumas metodologias
sdo empregadas para a identificagdo dessa neoplasia (HEGDE et al., 2013).

A dosagem do Antigeno Prostatico Especifico (PSA) consiste em um dos métodos
mais realizados, em que elevados niveis séricos estdo relacionados a presenca do CaP
(GAUDREAU et al.,, 2016). Todavia, controvérsias em relagdo a essa estratégia sao
perceptiveis, pois os niveis limitrofes para este composto glandular especifico sdo de,
aproximadamente, 4ng/ml e inimeros pacientes com valores abaixo deste ja foram descritos
como portadores da doenca, a0 mesmo tempo em que outros com quantidades acima nao
apresentavam tumores malignos (SAINI,2016). Portanto, diferentes aspectos provocam uma
alteracdo na concentracao deste antigeno e a sua quantificagdo nao tem sido precisa para o
diagnostico do CaP representando, muitas vezes, situagoes clinicas de prostatite ou hiperplasia
benigna da prostata (HBP) (A, JEMAL et al., 2015).

O exame de toque digital retal consiste no apalpamento da prostata a fim de avaliar
sua rigidez, tamanho e aspectos nodulares; geralmente realizado apds a deteccdo de niveis
alterados de PSA (AHL; RIDDEZ; MOHSENI, 2016). A ressonancia magnética consiste em
um dos métodos de imagem mais precisos disponiveis para a identificacdo de diferentes
doengas, inclusive o CaP (HEGDE et al., 2013). Além disso, a ultrassonografia permite a
identificacdo de alteragdes na glandula prostéatica por meio da geracdo de calor em diferentes
pontos, sendo uma técnica mais simples e barata (KM et al., 2017).

Apos diagnostico, os tumores sdo caracterizados histopatologicamente conforme o
sistema TNM (Tumour Node Metastasis) e o grau e as pontuacdes de Gleason (GAUDREAU
et al., 2016). O sistema TNM, descrito por Pierre Denoix (1944) denota as condigdes

histopatologicas em que se encontra a doenga. Neste, a letra T descreve o tamanho ou
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extensdo do tumor primario, N o comprometimento linfonodal e M a presenga de metéstase
(APPLE, 2016). J& o Gleason se refere ao quanto as células cancerigenas encontram-se
indiferenciadas, o que quanto maior este grau de indiferenciacdo, pior é o progndstico
associado (GAUDREAU et al., 2016).

Diante da complexidade patoldégica do CaP, tanto no diagndstico quanto no
acompanhamento clinico da doenga, os biomarcadores moleculares t€ém conquistado um
espaco significativo no cendrio cientifico. Um biomarcador ¢ definido como sendo qualquer
processo, biomolécula ou fator génico produzidos pelo organismo em resposta a uma situagao
adversa (STRIMBU; A TAVEL, 2010). Os biomarcadores tumorais podem, portanto, ser
eficientes na caracterizagdo, prevengdo ¢ epidemiologia desta enfermidade. Além de um
indicador, diversas evidéncias apontam que estas biomoléculas e eventos genéticos, quando
combinados, resultam no processo da carcinogénese. A pesquisa acerca da correlagdo destes
processos moleculares nos inimeros tipos de cancer se mostra significativa para a redugdo da
mortalidade e morbidade, bem como para evitar procedimentos invasivos e tratamentos
desnecessarios. Muitos desses biomarcadores sdo definidos como antigenos associados ao
tumor (AATS) e sdo responsaveis por mediar a resposta imune do paciente (RUNHAN REN
et al., 2016).

Para o tratamento dos pacientes sdo realizadas cirurgias, incluindo a prostatectomia,
ou remoc¢ao da prostata e a linfadenectomia pélvica, a qual compreende a remocao dos
nddulos linfaticos circundantes a glandula e radioterapia. Adicionalmente, também sao
adotadas a terapia com privagdo de hormdnios androgenos e a quimioterapia, sendo esta de

carater sistémico (CHEN, F.; ZHAO, X.,2013).

2.2 A imunologia de tumores

Dois tipos de respostas imunoldgicas encontram-se relacionadas ao desenvolvimento
do CaP. A primeira consiste na supressao da atividade antitumoral inibindo células T efetoras,
mediada por linfocitos T- regulatorios, conduzindo a sobrevivéncia das células cancerigenas e
0 seu escape para tecidos adjacentes. A segunda resposta esta relacionada a uma excessiva
condi¢do pro-inflamatoria, ocasionada principalmente por linfocitos T efetores e macrofagos,
a qual € responsavel pela secrecdo de citocinas e a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), favorecendo a angiogénese e o crescimento tumoral (DAI et al., 2017).

Além disso, a sintese de uma importante citocina pro-inflamatoria, IL-6 (Interleucina-
6), tanto por osteoblastos quanto células T imune efetoras, tem sido observada no CaP,
correlacionada a um desenvolvimento tumoral, principalmente em pacientes metastaticos

(DAI et al., 2017). Em relagdo a populagdes de linfocitos B infiltrantes tumorais, hd um
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aumento significante de células do tipo CD20+ em tecidos com CaP e a terapia com
anticorpos monoclonais anti-CD20, como o Rituximab, tem se mostrado promissora (WOO et
al., 2014; DALGLEISH et al., 2014). Outras evidéncias apontam respostas pro-inflamatorias
mediadas pelo complexo ligante RANKL (Ligante do Receptor ativador do fator nuclear NF-
kB) e receptor RANK (Receptor ativador do fator nuclear NF-kB), quando expressos em
células T efetoras e dendriticas, respectivamente. Esse mesmo complexo molecular medeia a
osteoclastogénese (RUNHAN REN et al., 2016; DAI et al., 2017).

Quanto a populagdo de macréfagos encontrada no ambiente tumoral, pode ser dividida
entre pro-inflamatoria (M1) e anti-inflamatéria (M2), sendo os ultimos apontados como
contribuintes para a tumorigénese e reconhecidos como macréfagos associados ao tumor
(RUNHAN REN et al., 2016). Nesse contexto, neutrofilos sdo também descritos envolvidos
na carcinogénese prostatica sendo observados em murinos knockout para os genes PTEN
(Homologo de fosfatase e tensina) e pS3 (PATNAIKet al., 2017), conhecidamente supressores
tumorais.

Portanto, diferentes estratégias imunoterapicas, tanto passivas quanto ativas, podem
ser empregadas no CaP. A administracdo de anticorpos monoclonais contra AATs e a
modificagdo de células T autdlogas ou heterdlogas In vitro para a expressao de receptores
especificos tém se mostrado como alternativas para o tratamento da doengca (RUNHAN REN
et al., 2016; GOSWAMI; APARICIO; SUBUDHI ., 2016).

No que concerne a imunidade inata, receptores denominados 7oll-like (TLR) também
estdo associados a susceptibilidade para a doenca (ZHAO et al., 2014). Destes, o receptor
TLR3 tem sido apontado como um supressor tumoral, por induzir processos de apoptose em
células cancerigenas (ZHAO et al., 2014; BIANCHI et al.,2017). Dois mecanismos foram
propostos para a resposta antitumoral mediada por TLR3, o primeiro relacionado a via das
caspases 8 e o segundo dependente de PKC-alfa (Proteina quinase C) (BIANCHI et al.,2017).
Contrariamente, um estudo anterior envolvendo 74 pacientes com cancer de mama
demonstrou elevados niveis de expressao de TLR3 associados a recorréncia tumoral
(BIANCHI et al.,2017).

Também o TLRS tem apresentado atividade antitumoral via ativagao de NF-kB (Fator
nuclear potenciador da cadeia leve Kappa de células B ativadas) e consequentemente
producdo de citocinas pro-inflamatorias, aumento no numero de células NK (Natural Killer) e
linfocitos T CD8+. Uma tentativa imunoterapica contra o desenvolvimento tumoral prostético
incluiu a utilizacdo de adenovirus que co-expressam o receptor TLRS e seus agonistas (METT

et al.,2017).
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Portanto, diferentes receptores responsaveis por coordenar as respostas do sistema
imune inato, bem como estabelecer a ligacdo deste ao sistema imune adaptativo, apresentam
um papel essencial no que condiz ao desenvolvimento tumoral. Torna-se razoavel, assim, a

compreensdo do papel dessas proteinas em tumores, seja em sua etiologia e/ou progressao.

2.3 O receptor TLR2 no Céancer

Das respostas do sistema imunologico de eucariontes superiores COmo murinos € seres
humanos, ha aquelas que sdo desencadeadas por componentes celulares denominados
receptores padrao de reconhecimento (RPRs), os quais sdo responsaveis pela detecgdo de
antigenos provenientes de patdgenos, células estressadas ou transformadas. Quando de
patogenos, tais fatores sdo conhecidos como PAMPs (Padroes moleculares associados a
patégenos) e, no caso de células funcionalmente alteradas, como DAMPs (Padrdes
moleculares associados a danos celulares) (MUKHERJEE; KARMAKAR; BABU,2016).

A principal classe de RPRs ¢ a dos TLRs (Toll-like), os quais sdo proteinas
transmembranicas expressas tanto em células do sistema imune inato, como as células
dendriticas e os macrofagos, quanto nas ndo imunoldégicas, como as epiteliais e o0s
fibroblastos. Tais receptores sdo estruturalmente formados por uma porgdo externa, ou
ectodominio, composta de repetigdes do aminoacido leucina (LRRs, Repeticdes ricas em
leucina), uma por¢do intramembranar ¢ um dominio intracelular conhecido como TIR
(Receptor Toll-IL1) (GIOIA; ZANONI., 2015).

O ectodominio ¢ o responsavel pelo reconhecimento de um PAMP ou DAMP
especifico. O TIR ¢ aquele que recruta diversas moléculas adaptadoras, como MyD88
(Resposta primaria de diferenciagdo mieldide 88), TIRAP (Receptor Toll-ILI contendo
proteina adaptadora), TRAM (Molécula adaptadora relacionada ao TRI/F) e TRIF (Interferon-
B indutor de adaptador contendo dominio-77R), de modo a transduzir intracelularmente os
sinais e estimular a transcricdo de diferentes genes como os codificadores de citocinas pro-
inflamatodrias, quimiocinas e interferons tipo 1. Neste processo estdo envolvidos fatores de
transcricdo como NF-kB, AP-1 (Proteina ativadora-1) e IRFs (Fatores reguladores de
Interferons) (KAWASAKI; KAWAL, 2014; GIOIA; ZANONI., 2015).

Os receptores TLR podem ser subdivididos em dois grandes grupos: aqueles
localizados na membrana celular e os aderidos em compartimentos intracelulares como em
endossomos e lisossomos. Em seres humanos, os TLRs 1, 2, 4,5 e 6 sdo incluidos no primeiro
grupo, enquanto aos TLRs 3, 7, 8 e 9 sdo intracelulares (DALMARONI, M.; GERSWHIN,
M.; ADAMOPOULOS, 1., 2016).
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Os receptores TLR2 sdo proteinas transmembrana responsaveis por desencadear
respostas mediante o reconhecimento de PAMPs que incluem lipoproteinas e
peptideoglicanos de bactérias, e de DAMPs, os quais s3o representados por fatores
inflamatorios correlacionados a doengas como o cancer, incluindo o CaP. O TLR2 atua por
meio da via de sinalizagdo dependente da proteina acessoria MyD8S, através da qual ha a
transducdo de sinal desencadeada pelo seu dominio intracelular TIRAP. Este dominio induz a
formagdo do complexo midassomico, constituido por MyD88 ¢ IRAKs 1 e¢ 4 (Quinase
associada ao receptor IL-1)(Figura 1) (WEST et al., 2017).

Deste complexo, IRAK 4 ¢ a enzima responsavel por fosforilar IRAK 1 promovendo a
separacdo desta segunda quinase do midassomo. IRAK 1, por sua vez ira fosforilar um
componente chamado TRAF-6 (Fator associado ao receptor de necrose tumoral 6), envolvido
na ativagdo seguinte de um outro fator, o TAK1 (Quinase de ativagdo do fator de crescimento
B transformado 1). TAKI1 ¢ um complexo quinase associado a varias subunidades regulatorias
denominadas TABs (Proteinas de ligagdo a TAK-1), sendo responsdvel por duas vias de
ativacdo (PROENCA, 2015; WEST et al., 2017).

Na primeira, se liga ao complexo IKK (Quinase inibidora do fator nuclear NF-kB),
composto pelas subunidades cataliticas [IKKalfa e IKKbeta junto a proteina reguladora NEMO
(Modulador essencial de NF-kB). NEMO fosforila a proteina inibitoria de NF-kB, que por sua
vez ¢ direcionada para a degradacdao proteassomica celular, tornando NF-Kb livre (Figura
1).0 fator de transcricdo NF-kB livre, entdo,transloca ao ntcleo celular e determina a
transcricdo de genes codificadores de citocinas pro-inflamatorias, como IL-17 e IL-6 (LIU, T.
et al., 2017).

A segunda via ativada por TAK1 envolve as MAPKs (Proteinas quinase ativada por
mitogeno), tais como ERKsl (Quinases reguladas por sinal extracelular) e p38, as quais
fosforilam fatores de transcricdo conhecidos como AP-1, também induzindo a transcricao de

mRNAs codificantes de citocinas pro-inflamatorias (Figural) (SHIHAB, P. et al., 2015).
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Figura 1: Ativacdo das vias de receptores do tipo Toll (TLR) dependente de MyD88 (Resposta
primaria de diferenciacdo mieldide 88) e TRIF (Interferon-B indutor de adaptador contendo dominio-
TIR). A transducdo do sinal culmina com a transcri¢do de citocinas pro-inflamatérias, envolvendo os
fatores de transcrigdo NF-kB (Fator nuclear potenciador da cadeia leve Kappa de células B ativadas) e

AP-1 (Proteina ativadora-1), ou IRF 3 (Fator regulador de Interferon 3).
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Co-receptores como CD14 e CD36 também participam na formagdo de complexos que
induzem a maior atividade de TLR2 (SILVA,T. et al., 2017). Experimentos com células
dendriticas confirmaram uma melhor resposta imunologica de pacientes com CaP vinculada a
menores niveis de CD14 e IL-10 (Interleucina-10) (CASTIELLO et al.,2017). Complexos de
sinalizagdo celular formados por CD14-TLR2 sdo conhecidos por seus papéis essenciais na
producdo de citocinas pro-inflamatdrias, em respostas contra PAMPs e DAMPs (SILVA,T. et
al., 2017). Quanto ao CD36, evidéncias demonstraram uma associacdo direta entre a sua
expressdo e niveis elevados de acidos graxos livres em hepatocarcinoma, cancer de ovario e
de boca (LADANYL et al.,2018; NATH et al.,2015;PASCUAL et al.,2016). Porém, o papel
desses complexos no CaP ainda ndo foi elucidado.

No que concerne a via de sinalizagdo TLR2, andlises de expressdo génica por
microarranjos demonstraram a relagdo entre o aumento da expressdo de 7LR2 e a regulagdo
positiva (up-regulation) de seis genes anti-apoptdticos (BCL2: Proteina do Linfoma de
células B2, BCL2Al: Proteina BCL2 relacionada a Al, BIRC3:Repeticio de IAP
Baculoviral contendo proteina 3, IER3: Fator de resposta imediata 3, TNFAIP3: Proteina

induzida por TNF-alfa 3) e a regulacdo negativa (down-regulation) de dois genes
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supressores tumorais (PDCD4: Morte celular programada 4, TP53INP1: Proteina nuclear
induzivel da Proteina tumoral p53 1) em tumores gastricos (WEST et al, 2017).
Contrariamente, em adenocarcinoma pancreatico e duodenal, altos niveis de expressdo de
TLR2 foram responsaveis por um baixo risco de morte, se mostrando um importante fator
prognostico (LANKI et al.,2017). Ja em glioblastoma a associacdo de TLR2 a HMGBI
(High Mobility Group Boxl) promoveu uma resposta antitumoral, por meio do
recrutamento de células dendriticas (DU et al.,2016).

Considerando o CaP, a regulagdo génica, a sinalizagdo celular, a consequente
secre¢do de citocinas e o recrutamento de células imunes relacionadas a ativagdo de TLR2
ainda necessitam ser descritos. A detec¢ao de polimorfismos no gene TLR2, sobretudo em
sua regido promotora, tem aberto um caminho promissor na compreensdo da resposta
imune a tumores. Nesse sentido, os TLRs podem se tornar ndo somente marcadores de

susceptibilidade, como também moléculas-chave na compreensdo da biologia da doenga.

2.4 Polimorfismos em genes codificadores de Toll

Polimorfismos consistem em variagdes em sequéncias de DNA incluindo
substituicdes, insergoes, delecdes ou repeticoes de pares de bases (pb) responsdveis pela
definicdo de grupos populacionais molecularmente distintos. Essas alteragdes podem
acontecer em decorréncia de erros em processos celulares, como a proliferagdo, ou em
consequéncia da exposicdo do material genético a patdégenos, material radioativo e/ou
reagentes quimicos (PRIYANKA, 2015).

Polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) em diferentes genes tém sido associados
ao desenvolvimento do CaP, incluindo o Receptor de Vitamina D (NUNES et al., 2016) e
outros genes relacionados ao sistema imune e a resposta inflamatoria (LAYTRAGOON et al.,
2016; MUKHERJEE; KARMAKAR; BABU., 2016).

Mutacdes nos genes da familia 7LR, como uma substitui¢do de uma citosina por uma
timina no gene 7LR3 (c.1377 C/T) e a substitui¢do de uma timina por citosina (1237 T/C) no
receptor TLR9 foram relacionadas a susceptibilidade a diferentes canceres (MANDAL;
GEORGE; MITTAL., 2012; AL-HARRAS et al.,2016).Considerando o 7LR2, mudangas em
suas sequéncias tém sido identificadas e associadas ao desenvolvimento de patologias de
natureza inflamatdria e a susceptibilidade a doencas cronicas (ZHU et al.,2013).

Uma delecdo de 22 bp na posi¢do -196 para -174 da regido promotora do gene 7LR2
foi descrita em cancer de colo retal, responsavel por diminuir o nimero de transcritos do
receptor (ZHU et al.,2013) e aumentar a susceptibilidade ao cancer géstrico na populagdo

japonesa (TAHARA et al.,2007). J4 no CaP, apesar de baixa penetrancia, essa mutagdo se
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mostrou associada a ocorréncia desta doenca na popula¢do indiana (MANDAL; GEORGE;
MITTAL, 2012). Contudo, ndo existem dados elucidando seu papel na incidéncia do CaP no
Brasil.

Considerando a miscigenagdo da populacdo brasileira e seus indices alarmantes de
ocorréncia de tumores prostaticos, o presente trabalho objetivou identificar e avaliar o papel
do polimorfismo -196 para -174del do gene TLR2, em amostras de DNA obtidas de pacientes
diagnosticados com CaP e HPB coletados no Brasil. Hipotetizamos que essa mutagdo possa
ser um marcador de susceptibilidade e, portanto, podera auxiliar na triagem molecular desses

pacientes contribuindo para o seu diagndstico precoce e ampliando suas chances de cura.

3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Triagem dos pacientes

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Genética e Biotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). As amostras de sangue periférico dos pacientes
foram coletadas pela equipe de urologia do Hospital de Clinicas da referida instituigdo. O
protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética em Pesquisa sob o numero de
parecer 005/2001 e o Termo de Consentimento Livre Esclarecido foi obtido de cada
participante. A triagem para obtencdo dos grupos de estudo, estabelecida pela equipe
uroldgica, foi iniciada para os pacientes acima de 50 anos, sem historia familiar do cancer de
prostata. Para os pacientes com histérico familiar e da raga negra, a coleta incluiu homens a
partir dos 40 anos. Os sintomas do trato urinario inferior, que frequentemente estdo
relacionados a presenca da HPB foram avaliados. Foi realizado o exame digital e as dosagens
bioquimicas do PSA. Foram incluidos nesse estudo 46 pacientes. Destes, 23 foram
diagnosticados com CaP (idade média de 63.08 anos = 8.74) e 23 com HPB (idade média de
66.77 anos + 9.46). Para o primeiro grupo, a média do PSA foi de 6.91ng/uL (£3.59) e para o
segundo 11.32 ng/ul (£13.70). Para o grupo de casos, as caracteristicas histopatologicas da
doenga foram consideradas sendo 77.27% dos tumores classificados como T1-T2 e 22.73%

como T3-T4. Quanto ao score de Gleason, 4.35% apresentaram lesdes >7 e 95.65% <7.

3.2 Extraciao de DNA e deteccio do polimorfismo -196/-174 del

O DNA do sangue foi extraido seguindo os procedimentos descritos anteriormente
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS., 1989). Trés microlitros do material foram
analisados por eletroforese horizontal, em gel de agarose 0,8%, tampao TBE (45mM Tris

Borato-EDTA, pH 8,3 ¢ ImM EDTA) 0,5X, corado com gel red e visualizado por luz
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ultravioleta (sistema de video documentagdo — Loccus Biotecnologia). Apds avaliagdo, o
acido desoxirribonucléico foi armazenado a —20°C.

O polimorfismo 7LR2 —196 para —174del foi investigado por meio de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) alelo-especifica preparada para um volume final de 25ul
contendo: 200ng de DNA gendmico, 0,2uM dos oligonucleotideos iniciadores (TAHARA et
al.,2007), 200uM de dNTPs, 0,5U de Platinum Taq DNA Polimerase, 1X Tampao da
TagDNA Polimerase (Invitrogen) e 0,5mM de MgCl,. Para a amplificacdo, o DNA foi
desnaturado a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por
40 segundos e 72°C por 40 segundos. Foi realizada uma extensao final de 72°C por 5 minutos.
Reacdo de controle negativo interno, sem o DNA, foi incluida para monitorar possiveis
contaminacdes dos reagentes.

Os produtos foram resolvidos em gel de agarose 3,5% preparado em tampao TAE
(Tris Acetato-EDTA) corado com gel red (Uniscience) a 1X, submetido a voltagem constante
de 50 volts por 6 horas e posteriormente visualizado em transluminador de luz ultravioleta e

foto documentados em sistema de video-documentacao (Loccus Biotecnologia).

3.3 Analises Estatisticas

As comparagdes das frequéncias genotipicas e alélicas com os dados referentes ao
laudo, idade, niveis séricos de PSA pré-operatorio, TNM e grau de Gleason foram conduzidas
por meio do teste de Chi-quadrado com o auxilio do software GraphPadPrism 7 (GraphPad
Software, La Jolla,CA, USA). O teste de oddsratio (OR) foi determinado a fim de se verificar
a chance de ocorréncia do CaP na presenga dos polimorfismos. Estas e as analises
concernentes ao equilibrio de Hardy-Weinberg para os alelos identificados foram realizadas
no software BioEstat (5.0). Foram considerados estatisticamente significantes os valores de

P<0.05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A familia Toll-like representa o principal grupo dos receptores-padrdo de
reconhecimento encontrado em eucariontes superiores, sendo uma das principais vias de
sinaliza¢do e interface entre o sistema imune inato e o adaptativo. Sdo fundamentais no
reconhecimento de PAMPs e DAMPs e desempenham um papel crucial na biologia dos
tumores, incluindo o CaP (GOULOPOULOU, S.; MCCARTHY, C. G.; WEBB, R. C., 2015).
No presente trabalho, avaliamos uma dele¢do pontual na regido promotora do gene 7LR2, a

fim de estabelecer um padrao molecular de susceptibilidade ao CaP.
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A populagdo brasileira ¢ representada por cerca de 209.115.147 individuos, segundo o
IBGE (2018). Uma de suas principais caracteristicas consiste em sua elevada miscigenagao.
Conta com ancestralidade de indios, portugueses e negros, resultando na origem de mulatos,
cruzamento entre brancos e negros, nos caboclos (brancos e indios) € nos cafuzos (indios e
negros). Além disso, possui também a presenga de europeus e asidticos (SCHWARCZ, 2012).

Este estudo foi desenvolvido em um centro de tratamento oncoldgico, garantindo a
representatividade da populagcdo quanto a raca e nivel socioeconomico. Entretanto, ainda nao
esta claro qual o efeito funcional desse receptor no risco ao CaP. Sugere-se que a ativacao de
receptores Toll conduz a ativagdo do sistema imune e consequente combate do tumor. Por
outro lado, um ambiente pré-inflamatério pode promover a carcinogénese, crescimento
tumoral e quimioresisténcia (TSAN, 2006). Compreender, portanto, o funcionamento
molecular dessas proteinas pode auxiliar na definigdo de novas terapias baseadas em
assinaturas genéticas.

Os pacientes brasileiros foram eficientemente genotipados para o polimorfismo -196/-
174del e o padrao obtido encontra-se representado na Figura 2. A banda de 286pb, quando
sozinha, foi considerada como selvagem; a de 264pb como gendtipo homozigoto e o
heterozigoto quando as bandas de 286pb e 264pb estavam presentes.

Foram aqui incluidos um total de 46 individuos (23 CaP e 23 HPB) (Tabela 1). Nao
foi verificada diferenca estatisticamente significante entre as idades e os valores de PSA entre
os grupos de estudo (p = 0,12 e p = 0,17, respectivamente). No entanto, vale ressaltar os
niveis médios mais altos do antigeno prostatico em individuos com HPB. A frequéncia
genotipica se mostrou em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os genétipos nao diferenciaram os
pacientes de CaP e HPB, contudo, houve uma maior prevaléncia do alelo deletério em

homens acometidos pela doenga.
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Figura 2: Padrdo de genotipagem obtido para o polimorfismo -196/- 174del do gene TLR2. Coluna 3:

paciente com CaP. Colunas 1,2,4,5 ¢ 6: pacientes com HPB. Em 1, 2, 4 e 5 estio representados os

individuos de gendtipo Ins/Ins. Em 3 e 6 homens Ins/Del. Nao estdo representados individuos Del/Del.

Em 7 e 8 o controle interno de reacao.

286pb =

Tabela 1: Frequéncia genotipica e alélica para o polimorfismo -196/-174del do gene TLR2 nos grupos

de estudo (CaP: individuos com Cancer de Préstata ¢ HPB: individuos com Hiperplasia Prostatica

Benigna), categorizados conforme a idade e valores de PSA sérico.

SNP CaP (N=23) HPB (N=23)
N (%) *Age *PSA N (%) *Age *PSA
-196/-174del
Ins/Ins 11.00 (47.83) 62.54 (11.45) 6.07 (2.89)  14.00 (60.87)  64.69 (10.47)  14.03 (16.80)
Ins/Del 10.00 (43.48) 64.20 (6.11) 6.70 (3.62) 7.00 (30.43) 68.28 (7.70) 5.25 (4.40)
Del/Del 2.00 (8.69) 60.50 (ND) 11.97 (ND) 2.00 (8.70) 75.00 (ND) 13.28 (ND)
Frequéncia de Ins 32 (69.57) 35 (76.09)
Frequéncia deDel 14 (30.43) 11 (23.91)
SPuwe 0.90 0.43
Py '"PCax BPH=0.64 *PCax BPH =0.64

*: mean (£SD)

§Puwe: equilibrio de Hardy-Weinberg

Py2: teste qui-quadrado (1: comparacdo entre gendtipos; 2: comparagdo entre alelos).

SNP: polimorfismo de nucleotide tnico

ND: nio determinado

A influéncia do polimorfismo -196/-174del ja foi anteriormente caracterizada, com

atuagdo da delegio no perfil epidemiologico da doenga na India (MANDAL, R.; GEORGE,

G.; MITTAL, D., 2012). Além disso, na populagdo japonesa, esse polimorfismo foi associado

a estagios de desenvolvimento tumoral primario e avangado (TAHARA, T. et al.,2007).

Importante ressaltar que todos os pacientes incluidos nesse estudo tiveram seu diagnostico
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confirmado histopatologicamente. Contudo, nenhum dos genotipos aumentou a chance de
ocorréncia da doenca em relagdo aos pacientes hiperplasicos (Tabela 2). Novamente, houve

uma maior prevaléncia do alelo deletério nos individuos acometidos pela neoplasia.

Tabela 2: Polimorfismo -196/-174del do gene TLR2 e a susceptibilidade ao CaP em individuos

brasileiros.
CaP (N=23) HPB (N=23) Odds <o
SNP N(%) N(%) 95% IC P
-196/~174del
Ins/Ins 11.00 (47 83) 14.00 (60.87) 1.00 Referéncia -
Ins/Del 10.00 (43 48) 7.00(3043) 0.55 0.16-1.92 0.53
DelDel 2.00(8.69) 2.00(8.70) 0.79 0.10-6.50 0.75
Modelo baseado em
delecio
Ins/Del + Del/Del 12.00(32.17) 9.00(39.13) 1.00 Referéncia -
Ins/Ins 11.00 (47.83) 14.00 (60.87) 1.70 0.53-5.47 0.55
Modelo baseado em
insercio
Ins/Del + Ins/Ins 21.00(91.31) 21.00{91.30) 1.00 Referéncia -
DelDel 2.00(8.69) 2.00(8.70) 1.00 0.13-7.78 0.60

*: dado significativo; ND: nio determinado; CI: intervalo de confianga.

Os pacientes com CaP foram posteriormente categorizados conforme os dados clinicos
(PSA) e histopatoldgicos (Gleason e TNM) importantes para o acompanhamento da doenga
(Tabela 3). Nenhuma andlise referente ao risco relacionado a doenga associado aos genotipos
se mostrou significativa.

Polimorfismos em diferentes receptores Toll-like tém sido correlacionados a
susceptibilidade a véarios tipos de canceres. A dele¢do na regido promotora presentemente
avaliada foi correlacionada ao aumento significativo ao risco de desenvolvimento do cancer
de nasofaringe em populagdes do Norte da Turquia (MAKNI, L. et al., 2017). No entanto, este
mesmo estudo, ao comparar os diferentes gendtipos conforme a classificacio TNM, também
ndo encontrou associagdes significativas (MAKNI, L. et al., 2017). Mandal e colaboradores
(2012) ndo identificou nenhuma contribui¢ao desse polimorfismo com as pontuacdes Gleason
(<7, 7 e >7) ou ocorréncia de metastases em uma populagio do Norte da India (MANDAL,

R.; GEORGE, G.; MITTAL, D., 2012), corroborando nossos resultados.
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Tabela 3: Polimorfismo -196/-174del do gene TLR?2 agrupado em pacientes com Cancer de

Prostata com diferentes niveis séricos de PSA, pontuacao de Gleason e TNM.

Gleason TNM
il N (%) N (%) N (%)
<10 >10 Odds Odds Odds
ng/mL  ng/mL  (95% CI T <7 27 eswep PO T2 T3 gseien P
-196/-174del
09 01 04 07 10 01
Ins/Ins (45.00)  (5.00) 1.00 Ref. (1730)  (30.43) 1.00 Ref. 4s545) (459 1.00 Ref.
06 02 3.00 05 05 1.00 05 04 8.00
Ins/Del (30.00)  (10.00) (ND) 083 0174 @174y 020507 °% @273 asiyy ooy 0P
01 01 9.00 01 01 1.00 02 00
Del/Del (5.00)  (5.00) (ND) 0.72° 435 (435) D) %% 909)  (0.00) ND ND
Modelo baseado
em delecao
Ins/Del + 07 03 06 06 07 04
Del/Del (35.00)  (15.00) 1.00 Ref26.09)  (26.09) 1.00 Ref. 3182y (s1gy 00 Ref.
09 01 0.26 04 07 1.75 10 01 0.18
Ins/Ins (45.00)  (5.00) (ND) 058 (1739)  (3043) (0.33930) U8l (4545 (@455 (0.02-192) 930
Modelo baseado
em inser¢ao
15 03 09 12 5 05
Ins/Del + Ins/Ins (75.00) (15.00) 1.00 Ref. (39.13)  (52.17) 1.00 Ref. (68.18)  (22.73) 1.00 Ref.
5.00 0.75
01 01 01 01 02 00
Del/Del 024- 085 004 058 ND ND
s00) 500 A @35 @3 (3% (9.09)  (00.00)

ND: ndo determinado; CI: intervalo de confianga; Ref.: Referéncia

A limitacdo de nosso estudo consiste no pequeno numero de individuos analisados.

Portanto, torna-se necessario genotipar mais pacientes, para assim determinar o papel da

mutacao -196/-174del no CaP. Além disso, diante da complexidade da doenga, torna-se

imprescindivel a busca dos efeitos moleculares dessa alteracdo na doenga.

Avaliagdes dos niveis de expressdao do gene TLR2 em pacientes com CaP conforme os

diferentes genodtipos ainda ndo foram realizadas. Estudos adicionais devem ser conduzidos

visando avaliar o efeito funcional da delecdo -196/-174 na quantidade, estabilidade e

isoformas dos transcritos. Além disso, a caracterizacdo dos fatores de transcri¢ao recrutados a

regido promotora também auxiliard na compreensdo do funcionamento génico e sua relacao

com a doenga.

5 CONCLUSAO

O polimorfismo -196/-174 do gene TLR2 nao foi associado a susceptibilidade ao

Cancer de Prostata (CaP) em homens brasileiros. No entanto, um maior nimero de individuos

deve ser analisado, bem como estudos adicionais devem ser conduzidos visando avaliar a
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quantidade e estabilidade das isoformas deste gene. Portanto, estudos posteriores que
correlacionem o polimorfismo -196/-174 deste importante gene, codificante de um dos
principais representantes do sistema imune inato, necessitam ser realizados a fim de avaliar as

fungdes do receptor 7LR2 em lesdes malignas da prostata.
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