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RESUMO

O cancer de prostata (CaP) € o segundo tumor mais frequente em homens e a segunda maior
causa de morte pela doenga. A descoberta de biomarcadores pode contribuir para o diagndstico
precoce, ampliando as chances de cura e direcionando novas estratégias terapéuticas.
Polimorfismos genéticos sdo essenciais na definicdo de grupos de risco, sejam estes
relacionados a resisténcia terap€utica ou ao desnvolvimento de doencas graves como o cancer.
Os receptores Toll-like (TLRs) s3o receptores da imunidade inata que ativam vias de
sinalizagdo pro-inflamatdrias em resposta a danos intracelulares ou a padrdes associados a
patégenos. O receptor TLR4 ¢ capaz de reconhecer lipopolissacarideos, mas também
relacionado ao desenvolvimento de tumores. Nossa proposta foi avaliar o polimorfismo
Thr3991le do gene TLR4 e sua associacdo com o risco de ocorréncia do CaP. Foram analisados
29 pacientes com CaP e 22 com hiperplasia prostatica benigna (HPB), genotipados por PCR-
RFLP, utilizando a enzima Hinf'I. Os genotipos encontrados foram CC-homozigotos normais
(16 com CaP e 11 com HPB), TT-homozigotos mutantes (10 com CaP e 10 com HPB) e CT-
heterozigotos (3 com CaP e 1 com HPB). Contudo, em ambos os grupos de estudo, os genotipos
ndo se encontravam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Além disso, as frequencias genotipicas
nao diferiram estatisticamente entre os individuos com CaP ¢ HPB sem correlagdo com dados
clinicos e anatomopatoldgicos como PSA (Antigeno Prostatico Especifico), escore de Gleason
e TNM. Quanto a distribuicao alélica, o alelo C foi mais frequente nos pacientes com CaP,
contudo sem significancia estatistica. Estudos com um maior nimero de participantes e ensaios
funcionais sdo necessarios para elucidar o papel dessa variante no CaP.

Palavras-chave: Cancer de Prostata. Polimorfismo. Biomarcador. SNP. TLR4.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the second most common tumor in men and the second leading cause
of death from cancer in this group. The discovery of biomarkers can contribute to early
diagnosis, increasing the chances of cure and directing new therapeutic strategies. Genetic
polymorphisms are essential in defining risk groups, whether related to therapeutic resistance
or to the development of chronic diseases such as cancer. Toll-like receptors (TLRs) are innate
immunity receptors that activate pro-inflammatory signaling pathways in response to
intracellular damage or patterns associated with pathogens. The TLR4 receptor recognizes
lipopolysaccharides, but is also related to the development of tumors. Our aim was to evaluate
the Thr3991le polymorphism of the TLR4 gene and its association with the risk of PCa
occurrence. Twenty-nine patients with PCa and 22 with benign prostatic hyperplasia (BPH),
genotyped by PCR-RFLP, were analyzed using the enzyme Hinf 1. The genotypes found were
normal homozygous-CC (16 with PCa and 11 with BPH), mutant homozygous-TT (10 with PCa
and 10 with BPH) and heterorygous-CT (3 with PCa and 1 with BPH). However, in both
groups, the genotypes were not in Hardy-Weinberg equilibrium. In addition, genotypic
frequencies were not statistically different between individuals with PCa and BPH without
correlation with clinical and anatomopathological data such as PSA (Prostatic-Specific
Antigen), Gleason score and TNM. For the allelic distribution, the C allele was more frequent
in patients with PCa, however without statistical significance. Studies with a larger number of
participants and functional tests are needed to elucidate the role of this polymorphism in PCa.

Keywords: Prostate Cancer. Polymorphism. Biomarker. SNP. TLR4.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 A prostata e suas alteracdes patologicas

A prostata € uma glandula masculina posicionada sobre os musculos do assoalho pélvico
e abaixo da bexiga. Sua principal fungdo ¢ a fabricacdo de um fluido essencial para a fertilidade
que, juntamente, com outros componentes, constituem o sémen (HARVEY et al., 2014). O reto
se localiza atras do 6rgdo, o que possibilita sua analise por toque digital. Neste percebe-se sua
elasticidade, a qual se deve a sua histologia, formada por tecido conjuntivo elastico e fibras
musculares lisas (HARVARD, 2011).

A prostata ¢ dividida em quatro zonas (Figura 1), sendo estas a anterior fibromuscular,
aperiférica, a central e a transitéria (AARON, 2016). A zona anterior fibromuscular ¢ composta
por tecido conjuntivo fibroso e fibras musculares, raramente com células malignas
(ZIMMERMANN, 2015). A zona periférica localiza-se posteriormente € compde 0 corpo
principal da glandula, onde ocorrem 70% dos casos de cincer. A zona central envolve os ductos
ejaculatorios, onde sdo identificados 5% dos casos de Cancer de Prostata (CaP). Ja a zona
transitoria contorna a uretra, localiza-se centralmente e 20% dos tumores prostaticos sio
identificados nessa regido (SPERLING, 2012). Importante ressaltar que os tumores prostaticos
sdo heterogéneos com diferentes fenotipos e comportamentos bioldgicos, o que dificulta o seu

tratamento (COHEN et al., 2008).

Figura 1: Representacdo anatomica da glandula prostatica evidenciando sua posigao relativa a bexiga e & uretra.
Sdo também identificadas as zonas periférica, central, transitoria e anterior fibromuscular do 6rgéo.

Bexiga

Zona Central

Zona Transitoria

Ductos
ejaculatorios

Zona Anterior

Zona
Periférica

Fonte: https://pt.dreamstime.com/ilustra%C3%A7%C3%A30-stock-zonas-da-gl%C3%A2ndula-de-
prY%eC3%B3stata-image92469829 .


https://pt.dreamstime.com/ilustra%C3%A7%C3%A3o-stock-zonas-da-gl%C3%A2ndula-de-pr%C3%B3stata-image92469829
https://pt.dreamstime.com/ilustra%C3%A7%C3%A3o-stock-zonas-da-gl%C3%A2ndula-de-pr%C3%B3stata-image92469829
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Com o passar dos anos, o tecido da zona de transi¢ao apresenta um crescimento benigno,
conhecido como hiperplasia prostatica benigna (HBP), a qual ¢ comum em homens a partir dos
40 anos de idade. Outras patologias prostaticas incluem a inflamagao da glandula (prostatite) e
o CaP (WOODARD et al., 2016). O cancer ¢ uma doenga em que as c€lulas se multiplicam
desordenadamente, invadindo tecidos e 6rgdos. A proliferagdao anormal se deve a mutagdes em
diferentes genes, comprometendo os pontos de checagem que controlam a divisdo celular e
inibindo a apoptose (UK, 2014). Conforme sua origem, podem ser classificados como
carcinomas, quando provenientes de células epiteliais, como sarcomas, quando acometem
tecido conjuntivo ou muscular, como linfomas, quando afetam o sistema linfatico ou
hematopoiético, como canceres do sistema nervoso central (SNC) quando hé o crescimento de
células anormais nos tecidos do cérebro ou da medula espinhal e adenocarcinomas quando
originarios em glandulas. Cerca de 95% dos cénceres prostaticos sdo definidos como
adenocarcinomas (ONCOGUIA, 2015).

O CaP ¢ o segundo tipo de tumor mais incidente entre individuos do sexo masculino no
Brasil e nos Estados Unidos, atrds somente do cancer de pele ndo melanoma. Nesses paises, ¢
a segunda causa de morte entre homens por cancer, apds o cancer de pulmado (SCHILITHZ,
2020). Em nivel global, ocupa a terceira posi¢ao no ranking dos mais comuns, representando
10% do total de canceres no mundo (BRAY et al., 2018). No Brasil, para cada ano do triénio
2020-2022, sdao esperados 65.840 novos diagnosticos e 15.391 obitos (Tabela 1) (INCA,
2020a).

Tabela 1: Estimativa dos novos casos de cancer na populagdo brasileira masculina para cada ano do tri€nio
2020-2022. Fonte: Adaptado de INCA, 2020.

Localiza¢ao Primaria Casos Novos %
Prostata 65.840 29,2
Traqueia, Bronquio e Pulméo 20.520 9,1
Colon e Reto 17.760 7,9
Estomago 13.360 5,9
Cavidade Oral 11.180 5,0
Esofago 8.690 3,9
Bexiga 7.590 3.4
Laringe 6.470 2,9
Leucemias 5.920 2,6
Sistema Nervoso Central 5.870 2,6
Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma 225.460 100,0

Todas as Neoplasias 309.230
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Apesar dos intimeros avancos nos métodos diagndsticos, os indices continuam
alarmantes, o que evidencia a necessidade de se buscar alternativas para o rastreamento da
doenca. Aliam-se a essa conjuntura, os sintomas tardios e a constante detec¢ao ja em estadios
avancados. Nesse cendrio, o crescimento da lesdo pode obstruir o sistema urinério acarretando:
diminui¢do do fluxo urinario, urgéncia, hesitagdo, noctiria e esvaziamento incompleto da
bexiga (YOUNG et al., 2015.; HE et al., 2012). Quanto aos fatores de risco, destacam-se: idade,
etnia, aspectos ambientais e historico familiar. Aproximadamente trés quartos dos casos
ocorrem em homens com mais de 65 anos, o que torna o CaP associado a terceira idade. A
incidéncia de casos aumenta ap6s os 55 anos e atinge o pico entre 70 e 74 anos. Contudo, a
agressividade do tumor diminui com a idade, ou seja, quando em individuos jovens tendem a
apresentar um pior progndstico (JHA et al., 2014). Quanto a etnia, o indice de pacientes negros
diagnosticados com CaP ¢ maior. Nos Estados Unidos, o risco de desenvolvimento da doenga
¢ 60% menor em caucasianos e a mortalidade de pacientes afro-americanos ¢ aproximadamente
o dobro. Caracteristicas genéticas e fatores socioecondmicos contribuem para essa realidade
epidemioldgica (GANN, 2002). Considerando as condigdes ambientais, estas estdo
relacionadas a dieta, como a ingestdo de gordura saturada, e ao estilo de vida (tabagismo,
sedentarismo e exposi¢do ocupacional) (LI et al., 2013). Finalmente, o histérico familiar
também se encontra relacionado e homens com parente de primeiro grau (pai ou irmao) ja
diagnosticado com CaP possuem duas vezes o risco da populacdo geral de desenvolverem a
doenga. Além disso, o historico familiar é responsavel pelo surgimento da doenga em homens

jovens e em estagio mais avangado (SPENCE et al., 2014).

1.2 Diagnéstico e tratamento do Cancer de Préstata

A detecgdo do CaP, na atualidade, ainda é desafiadora. Minimizar o desconforto ¢ a
exposicao do paciente a bidpsias desnecessarias e a outros procedimentos invasivos € essencial,
uma vez que sao evitados comorbidades e transtornos psicoldgicos associados (SANDHU et al,
2012). A busca por alteracdes na prostata ¢ realizada principalmente por quatro métodos:
dosagem de antigeno prostatico especifico (PSA), exame reto digital (DRE), ultrassonografia
transretal da prostata (USTR) e biopsia (INCA, 2020b).

O PSA ¢ uma proteina associada com a via androgénica, comumente encontrada em
niveis abaixo de 4ng/mL em individuos saudaveis (SOHN, 2015). No CaP, em geral, esse valor
¢ elevado. Contudo, esse antigeno ndo ¢ definido como um marcador tumoral especifico, pois

tanto células normais como células transformadas expressam PSA. Niveis alterados também
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sdo encontrados em doengas benignas, como HPB, e em processos inflamatdérios, como
prostatites. Além disso, pacientes com CaP podem também apresentar valores abaixo de
4ng/mL (SAINI, 2016).

A ressonancia magnética computadorizada (MRI) ¢ um exame de imagem pouco
utilizado, porém muito preciso. A MRI tem se mostrado efetiva na deteccdo precoce da doenga
e vem reduzindo o niumero de procedimentos cirurgicos (YANAI et al., 2018). O DRE ¢ um
método indolor considerado pouco invasivo. Trata-se de sentir a glandula do paciente através
do anus durante uma consulta com o urologista. Quando a prostata apresenta tamanho e/ou
consisténcia anormais, ¢ indicada a bidpsia (AHL; RIDDEZ; MOHSENI, 2016). Esta ¢
realizada por agulhamento, dirigida por USTR, e consiste na retirada de uma amostra de tecido
para andlise histopatologica (HIFUPLANET, 2010). Confirmado o diagnoéstico, as lesdes
prostaticas sdo posteriormente estadiadas.

Tumores prostaticos sdo caracterizados de acordo com o sistema TNM (Tumor-Node-
Metastasis) e a escala de Gleason (GAUDREAU et al., 2016). O sistema TNM foi descrito por
Pierre Denoix em 1944 e se baseia na dimensao e extensdo do tumor primario (T), bem como
sua invasdo aos tecidos adjacentes; no comprometimento dos linfondos (N) e na presenca de
metastase (M) (APPLE, 2016). O escore de Gleason, originalmente desenvolvido por Donald
Gleason na década de 1960 e posteriormente revisado em 2016, pela Organizagdo Mundial da
Satde (OMS), é um sistema de pontuacdo baseado na morfologia das células cancerigenas
(HUMPHREY, 2004), sendo definido por cinco padrdes. O 1 ocorre quando a amostra se
assemelha ao tecido normal da prostata e o grau 5 quando as células se apresentam
excessivamente diferentes da arquitetura celular prostatica. Nos graus de 2 a 4, as caracteristicas
morfologicas identificadas se encontram entre esses extremos. Como o CaP ¢ uma lesdo
heterogénea, ¢ realizada uma somatdria de pontos das duas areas predominantes. Dessa forma,
a menor pontuacao ¢ 2 e a maior possivel, 10. As leituras contemporaneas do escore de Gleason
separam os pacientes em 3 diferentes grupos de risco: baixo, intermedidrio e de alto risco
(CHEN et al, 2016).

A metastase ¢ a principal causa de morte associada ao CaP (KLAASSEN et al., 2016;
LIU et al, 2017). O primeiro foco metastatico sdo os 0ssos, o que pode ocasionar dor e aumento
dos niveis de célcio no sangue (AHEARN et al., 2016). Nesse contexto, a cintilografia dssea ¢
um exame de imagem rotineiramente realizado para investigar a suspeita de doenca avangada
(ABREU et al, 2005).

A escolha do tratamento adequado, por sua vez, depende do estadiamento, dos niveis de

PSA no sangue, da idade do paciente, da presenca de comorbidades e da historia clinica
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relacionada a recorréncia do tumor. Além disso, devem ser considerados os efeitos colaterais
do tratamento e a opinido do paciente (ADASP, 2017). Dentre as estratégias terapéuticas estao
a quimioterapia, a cirurgia, a radioterapia, a hormonioterapia ¢ a imunoterapia. Em diferentes
casos sdo adotados métodos combinados visando uma melhor resposta do paciente (CHEN;
ZHAO, 2013).

A quimioterapia ¢ o tratamento sistémico com drogas antineoplasicas alvejando células
tumorais circulantes. Carece de especificidade afetando, simultaneamente, células normais do
corpo, o que causa severos efeitos colaterais como queda de cabelo, diarreia, fadiga, nauseas,
vomitos ¢ infecgoes (ONCOGUIA, 2018).

A prostatectomia radical (PR) ¢ o tratamento padrao para pacientes com expectativa de
vida superior a 10 anos e que apresentam o CaP localizado. A técnica se baseia na remogao
cirirgica completa da prostata, das vesiculas seminais e ampolas do ducto deferente (HEALTH
et al., 2017). Além da PR para CaP localizados, h4 ainda a radioterapia, um tratamento que
utiliza radiacdo ionizante para eliminar ou inibir localmente o crescimento de células tumorais,
sem que o tecido normal da bexiga e do reto sejam afetados. Os pacientes tratados com essa
técnica respondem de maneira satisfatoria, com diminui¢@o dos niveis de PSA por cerca de 18
meses (GANN, 2002).

A hormonioterapia ¢ utilizada para tratamento de pacientes recorrentes ou para aqueles
com a doenca ja avangada. A terapia hormonal objetiva diminuir os niveis de androgenos, uma
vez que esses hormonios conduzem a proliferagdo de células tumorais (DAI; HEEMERS;
SHARIFI, 2017). Na castragdo quimica sdo empregados anti-androgénios, destacando-se os
ligantes do receptor de androgénio (AR), responsaveis por impedir sua atividade transcricional.
J& a castragdo cirurgica (orquidectomia) ocorre por meio da retirada dos testiculos, de onde sao
originados 95% dos niveis de testosterona circulante. No entanto, ap6s 18 meses, muitos
pacientes refratam a privacdo de androgénio, definindo uma forma letal da doenga conhecida
como CaP resistente a castragdo (CRPC) (MELEGH; OLTEAN, 2019). Para estes, sao
necessarias terapias adicionais, como a imunoterapia (NEVEDOMSKAY; BAUMGART;
HAENDLER, 2018).

Na imunoterapia sdo empregados agentes que modulam o sistema imunoldgico (SI) do
paciente (EREMINA et al., 2020). Os imunomoduladores podem aumentar o numero de
moléculas apresentadoras de antigeno e estimular o reconhecimento e eliminacao de células
neopldasicas, promovendo a ativacao de linfocitos B e T (MAIA; HANSEN, 2017). De fato, o

SI esta diretamente relacionado com o cancer, seja no seu surgimento e/ou progressao. Portanto,
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compreender os aspectos genéticos e moleculares de receptores e mediadores imunologicos ¢

essencial na descoberta de novos alvos e no desenho de estratégias terapéuticas inovadoras.

1.3 O sistema imunolégico no cancer

O SI mantém a homeostase do organismo, defendendo-o contra agentes patogénicos
e controlando neoplasias malignas. Seus componentes verificam os tecidos com o proposito
de eliminar células mutadas recém-formadas, antes de estas constituirem massas tumorais
agressivas. Contudo, mecanismos para escapar desse refinado controle sdo desenvolvidos
pelas células transformadas. Estas proliferam em resposta a imunorregulagdo, incluindo
situacdes de comprometimento da resposta de defesa, tolerancia imunoldgica, baixa expressao
de moléculas pertencentes ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC), alteracdo em
marcadores de superficie e falhas nos mecanismos de comunicagao celular (PANDYA et al.,
2016).

O SI ¢ dividido em dois grandes grupos, inato ou natural e adaptativo ou adquirido, os
quais se encontram em constante interlocucdo. O sistema inato ¢ considerado inespecifico,
sendo definido como a primeira linha de defesa no combate a moléculas estranhas. Este grupo
¢ composto por barreiras fisicas como pele e membranas mucosas, por células efetoras como
as Natural Killer (NK), macrofagos e células dendriticas (DC), por proteinas sinalizadoras
como as citocinas e por receptores como os Toll-Like (TLR) (RAVAL et al, 2014). O sistema
adaptativo ¢ caracterizado por especificidade e diversidade de reconhecimento, especializagao
e memoria imunologica. A imunidade adaptativa ¢ mediada por células altamente
especializadas, os linfocitos B ¢ T (CRUVINEL et al., 2010).

Os epitélios da pele e da mucosa sdo barreiras fisicas e representam a primeira linha de
defesa do organismo contra agentes externos. A pele ¢ formada por uma rede de células e
biomoléculas que atuam como constante sentinelas (NGUYEN; SOULIKA, 2019). As células
NK s3o uma populagdo de linfécitos citotoxicos capazes de identificar e eliminar agentes
infecciosos e células mutadas sem exposi¢ao prévia ao antigeno. Além disso, sdo responsaveis
por recrutar macréfagos e ativar DCs e linfocitos (ABEL et al., 2018; JOBIM; JOBIM, 2008).
J& os macrofagos e as DCs sdo fagocitos do grupo das células apresentadoras de antigeno
(APCs). Estas possuem receptores padrao de reconhecimento (PPRs) que sdo capazes de
detectar padroes moleculares associados a patdogenos (PAMPs) e padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs), tipicos de células tumorais (MUKHERJEE; KARMAKAR;
BABU, 2016). Os PPRs sdo responsaveis por ativar vias de sinalizacdo inflamatoria, seguidas

pela liberacao de citocinas — interleucina-1 (IL-1), IL-6 e TNF (Fator de Necrose Tumoral), de
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interferons (IFNs) e de quimiocinas, que recrutam leucécitos para o local da infecgdo
(BESEDOVSKY; LANGE, HAACK, 2019).

A principal classe de PPRs sao os TLRs, receptores capazes de detectar acidos
nucleicos, proteinas, lipidios e polissacarideos. Os TLRs encontram-se expressos na membrana
(TLR1, 2, 4, 5, 6) ou nos compartimentos endossomicos (TLR3, 7, 8, 9) de células dendriticas,
macrofagos, NK e neutrofilos (DALMARONI et al., 2016). Quando ativados, os TLRs fazem
o recrutamento de neutréfilos, modulam a fung¢dao dos macrofagos e a maturagdo de DCs, as
quais expressam proteinas do MHC. Consequentemente hd a sinalizagdo para respostas
imunitarias adaptativas através da ativacao de linfocitos T (BEUTLER, 2009).

Os linfocitos sdo uma classe de globulos brancos com alta diversidade de receptores de
superficie para antigenos. Os linfocitos B, gerados a partir de células-tronco da medula 6ssea,
reconhecem antigenos apresentados pelas APCs e, quando ativados, atuam na producdo de
anticorpos, resposta conhecida por imunidade humoral. Os linfécitos T sdo gerados na medula
Ossea e armazenados no timo, onde sofrem maturagdo. Conforme a diferenciagdo e de acordo
com suas fungdes efetoras, os linfocitos T sdo classificados em duas categorias principais: T
auxiliares (TCD4) e T citotdxicos (TCDS8). Os TCDA4, através da liberagdao de um diverso padrao
de citocinas, recrutam células do SI que eliminam patdgenos e ativam macrofagos, linfécitos B
e linfocitos TCD8. Os TCDS, por sua vez, induzem a célula-alvo a apoptose. Apds o
desempenho de suas fungdes, a maioria dos linfocitos B e T especificos sofre apoptose, porém,
alguns permanecem como células de memoria. Por conseguinte, em uma nova exposi¢ao ao
antigeno, a resposta se dard de forma mais rapida e eficiente (MESQUITA JUNIOR et al.,
2010).

As citocinas e quimiocinas produzidas por células do SI mediante lesdo celular sdo
responsaveis por promover a inflamagdo tecidual. Este processo biologico desempenha
importantes fun¢des no organismo, como o combate a patdégenos e a reparagdo de tecidos
danificados (MUNN, 2016). A inflamagdo ¢ classicamente separada em aguda e cronica. A
resposta inflamatoria aguda acontece imediatamente apds o dano, a partir das moléculas da
imunidade inata, com curta duracdo. Ja a inflamacdo cronica inicia-se tardiamente,
desencadeada por persisténcia do estimulo inicial, podendo durar meses ou anos. Os diversos
mediadores inflamatérios, porém, sdo observados no microambiente tumoral (MAT)
(COUSSENS; WERB, 2002).

O MAT ¢ caracterizado por conter células neopldsicas e um complexo conjunto de
células ndo neoplasicas. Dentre estas encontram-se fibroblastos, células endoteliais e células

imuno-inflamatérias (CARVALHO, 2013). A inflamag¢do pode contribuir para a fisiopatologia
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do CaP com a liberacdo cronica de citocinas, suprimindo respostas anti-tumorais, gerando
espécies reativas de oxigénio (EROs) e promovendo o crescimento do tumor (DAI et al., 2017).

Os macrofagos associados ao tumor (TAMs) sao comumente encontrados no MAT do
CaP e estdo associados com a progressao tumoral ou a imunossupressao, dependendo de seu
fenotipo de ativacdo (RUNHAN et al., 2016). Os TAMs sdo classificados em M1 e M2, de
acordo com a resposta elaborada. Os macréfagos ativados com perfil M1 sdo anti-tumorais e
pro-inflamatorios, enquanto os macrofagos M2 sdo promotores tumorais € expressam citocinas
anti-inflamatérias, como IL-10 (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Além disso, ja
foi observado altos niveis de fator de transformagdo de crescimento beta (TGF-beta) no MAT
do CaP. A proteina TGF-beta ¢ responsavel pelo controle de proliferacdo e diferenciagao
celulares, o que contribui para a progressdao do tumor. Ademais, o TGF-beta esta relacionado a
supressdo da resposta antitumoral do SI, por meio da inibicdo do recrutamento e acimulo de
linfocitos T reguladores (Tregs) e bloqueio da atividade de células NK, tornando o MAT
predominantemente imunossupressor (MAIA; HANSEN, 2017).

Portanto, diferentes estratégias de imunoterapia podem ser empregadas no tratamento
do CaP com papel central desempenhado pela inflamagdao. Nesse sentido, a constante
sinalizacdo inflamatoria proporcionada pela ativacdo dos TLRs presentes nas células do MAT
esta relacionada com a susceptibilidade a tumores (YANG et al, 2010). Contudo, o papel dos
TLRs no CaP ainda ¢ controverso. O receptor TLR3, por exemplo, foi associado a atividade
anti-tumoral ao desencadear a apoptose e parada de crescimento de células neoplasicas (ZHAO
et al., 2014). J4 o TLR4 foi associado ao desenvolvimento do tumor por meio da expressao e

secrecao de citocinas imunossupressoras (PEI et al, 2014).

1.4 Os receptores TLR4

O gene TLR4 foi o primeiro gene que codifica para receptor do tipo Toll identificado
em humanos. Este ¢ formado por 3 exons e se encontra no cromossomo 9q32-32
(GENECARDS, 2018). O receptor TLR4 estruturalmente ¢ composto por: (i) um dominio de
ligacdo ao ligante extracelular, denominado ectodominio (ECD), o qual ¢ constituido por
repeticoes ricas em leucina (LRR), (i1)) um dominio helicoidal e (ii1) um dominio intracelular
conhecido por TIR (Receptor de Toll/Interleucina 1), responsavel pelo recrutamento de
moléculas adaptadoras (GIOIA; ZANONI., 2015). O TLR4 ¢ expresso na membrana plasmatica
e reconhece lipopolissacarideos (LPS), um dos principais componentes da membrana de

bactérias Gram-negativas (OBLAK; JERALA, 2011).
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Quando ativado, o TLR4 desencadeia uma cascata de eventos de sinalizacdo intracelular
que culminam na resposta adaptativa. Porém, para que haja a ligagdo do TLR4 ao LPS ¢
necessario um complexo multirreceptor formado pela proteina de ligagao ao LPS (LPB) e por
dois correceptores, sendo estes: o grupo de diferenciacdo 14 (CD14) e a proteina de
diferenciacdo mieloide 2 (MD-2). A LBP se liga @ membrana rica em LPS das bactérias,
formando micelas e facilitando a extragdo de mondmeros de LPS pela proteina CD14. A CD14
transfere o LPS para a MD-2 ligada ao TLR4. Dessa forma, sequencialmente, esse complexo
de receptores atua extracelularmente para uma interagdo eficiente entre o ligante microbiano
LPS e o TLR4, o qual dimeriza e inicia a transdu¢do de sinais (Figura 2) (BRUBAKER et al,
2015).

Figura 2: Desenho representativo da proteina de ligagdo ao LPS (LPB) e seu funcionamento no reconhecimento
de lipopolissacarideos (LPS). O LPB se liga ao LPS ¢ possibilita que a proteina CD14 (grupo de diferenciagdo 14)
extraia seus monomeros. A CD14 transfere o LPS para o MD-2 (proteina de diferenciagdo mieloide 2) no complexo
MD-2/TLR4 para que, entdo, se inicie a transdugo do sinal. Fonte: Adaptado de Piociennikowska, 2014.

membrana
plasmatica

A ligacdo do LPS ao ECD presente no TLR4 ativa uma via de sinaliza¢do complexa que
envolve diversas proteinas acessorias. Apds o reconhecimento do LPS, a por¢do TIR do
receptor recruta moléculas adaptadoras que contém o dominio TIR, sendo estas: resposta
primaria de diferenciagdo mieldide 88 (MyDS88), receptor Toll-ILI contendo a proteina
adaptadora (TIRAP), molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM) e interferon-B indutor
de adaptador contendo dominio-77R (TRIF). Essas moléculas atuam na transdugao intracelular
de sinais e estimulam fatores de transcri¢do e quinases, resultando na producao de citocinas
pro-inflamatérias. O TLR4, dentre a familia TLR, ¢ o Unico que recruta quatro diferentes
adaptadores e possui capacidade de iniciar duas cascatas de sinalizacdo: a via dependente da
proteina de MyD88 e a via dependente de TRIF, independente de MyD88 (MAESHIMA;
FERNANDEZ, 2013).
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As vias do TLR4 possuem cinéticas diferentes. A dimerizagdo do TLR4 na via
dependente de MyD88 primeiramente recruta TIRAP que auxilia na conexao e interagao entre
o MyD88 ¢ o TLR4 (KAWAI; AKIRA, 2011). Posteriormente, o MyD88 recruta e ativa a
quinase 4 associada a IL-1R (IRAK-4), enzima que fosforila IRAK-1. A fosforilagao de IRAK 1
possibilita a ligagao do fator associado ao receptor de necrose tumoral 6 (TRAF6), componente
que ativa a TAKI1 (Quinase de ativagdo do fator de crescimento B transformado 1). Um
complexo constituido por TAK1 e proteinas de ligagdo a TAK-1 (TABI, TAB2 ¢ TAB3) ¢
formado e induz duas vias de ativagdo (NARDO, 2015). A primeira consiste na associagao
dessas moléculas ao complexo IKK (Quinase inibidora do fator nuclear NF-kB) constituido por
IKKalfa, IKKbeta e pelo modulador essencial de NF-kB (NEMO), o que culmina com a
fosforilacdo de IkB e a ativacdo de NF-kB. Este regula a expressdo de citocinas inflamatorias,
como interleucina-17 (IL-17) e IL-6 (BRYANT et al, 2015). A segunda via ativada
simultaneamente pelo complexo TAK1 se da pela fosforilagdo de dois membros da familia das
proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKSs), as quinases JUN N-terminal (JNK) e a
p38. Estas interagem com fatores de transcri¢do chamados de AP-1 (Proteina ativadora 1) que
também irdo transcrever genes envolvidos na producao de citocinas pro-inflamatérias (YAN et
al, 2016).

A sinalizacdo dependente de TRIF ocorre por meio do adaptador TRAM que conecta o
TLR4 ao TRIF. O TRIF recruta o TRAF6 e as proteinas quinases TBK1 (Quinase de ligagao
TANQUE 1) e IKKi, as quais ativam IRF3 (Fatores reguladores de Interferons-3). Com essa
combinag¢do unica de proteinas adaptadoras, o TLR4 consegue mediar a ativacao tardia de NF-

kB mesmo na auséncia de MyD88 e de IFN-1 (Figura 3) (KIESER; KAGAN, 2017).

Figura 3: Ativacdo das vias de receptores do tipo Toll 4 (TLR4) dependente de MyD88 (Resposta Primaria de
Diferenciagdo Mieldide 88) e dependente de TRIF (Interferon-B Indutor de adaptador contendo dominio TIR). A
transdugdo de sinal resulta na transcri¢ao de citocinas pré-inflamatérias, envolvendo os fatores de transcrigdo NF-
Kb (Fator Nuclear Potenciador da Cadeia Leve Kappa de células B ativadas), de IFN-1 (Interferon-1) e de IRF-3
(Fatores reguladores de Interferon-3). Fonte: Adaptado de Shizuo, 2006.
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Considerando a sinalizagdo celular e a consequente secrecao de citocinas ocasionadas
pela ativacdo do receptor TLR4, torna-se necessario elucidar sua relagdo com o cancer. A
deteccao de polimorfismos no gene 7LR4 se mostra promissora no entendimento da resposta
imune a tumores. Assim, polimorfismos no gene 7LR4 podem auxiliar na compreensdo da

biologia do CaP, bem como podem se tornar biomarcadores de susceptibilidade da doenga.

1.5 Polimorfismos em genes que codificam TLRs e sua relacido com cincer

As alteragdes na sequéncia do DNA tais como inser¢des, delecdes, substituigdes ou
repeti¢des de pares de bases (pb), quando ocorrem na populagdo em uma frequéncia superior a
1%, sdo conhecidas por polimorfismos. Essas variagdes genéticas podem aparecer em
decorréncia de falhas aleatorias nos processos celulares ou podem ser ocasionadas por
exposicdo a agentes fisicos e/ou quimicos. Apesar de ndo resultarem diretamente na
manifestagdo de doengas, os polimorfismos podem aumentar a susceptibilidade naquelas
decorrentes da combinacao de fatores, como o cancer, por participarem na modulacdo de

resposta celular frente a estimulos ambientais (ROSA et al., 2016).
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Os polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) sdo os mais comuns, caracterizados pela
troca de apenas uma base [adenina (A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G)] na sequéncia
de DNA em uma regido codificante ou intronica. Os SNPs podem ser classificados como
sindbnimo, quando ocorre troca de nucleotideos sem alterar o aminoacido, € ndo-sinénimos,
quando hé alteracdo na sequéncia de aminoacidos. Os ndo sinonimos podem ainda ser
diferenciados em mutagdes do tipo missense, quando, em consequéncia a alteracdo, o cédon
codifica um aminodacido diferente, € em nonsense, quando ha a criagdo de um codon de parada
prematuro, resultando em proteinas nao-funcionais (SILVA et al., 2010). Além destas, pode
ocorrer a mutagdo que conduz a uma mudanga na matriz de leitura, conhecida como frameshift,
a qual decorre de indels (inser¢ao e/ou delegdo) (OSTRANDER, 2020).

O estudo de polimorfismos associados ao SI tem se destacado, uma vez que considera a
associagdo entre marcas de susceptibilidade e a inflamagdo. O genotipo GG do polimorfismo
572G/C identificado no gene que codifica para IL-6 ja foi associado ao aumento do risco de
CaP em asidticos (WANG; CHEN; CHEN, 2018). Além disso, mutagdes nos genes que
codificam para TLRs também tém sido descritos. Polimorfismos no gene 7LR3 e no gene TLR2
tém sido relacionados ao cancer gastrico (LUO et al, 2015); no 7LR9 ao cancer de cdlon
(SEMLALI et al, 2016b) e no TLR4 e TLRY ao cancer cervical (PANDEY et al., 2019).

Dentre os identificados no gene TLR4 destaca-se a mutagao Thr3991le (399C> T, T399I,
rs4986791), caracterizada pela substituicdo da base C para T e consequente mudanca de
aminoacidos de Treonina para Isoleucina no cdédon 399. Essa troca prejudica o dominio
extracelular do receptor TLR4 reduzindo sua resposta inflamatoria (KIM et al., 2011), o que
caracteriza como fator de risco para gastrites ¢ lesdes pré-malignas na populagdo indiana
(ACHYUT et al., 2007). A inflamagao cronica tém sido associda ao CaP, sendo que essa pode
ser mediada pelo TLR4 (PANDEY et al., 2019). Muta¢des nesse gene e o risco ao CaP tém sido
correlacionados (CHEN et al., 2005; ZHENG, 2004) e hipotetizamos que a mutagdo Thr399Ile
possa ser um biomarcador para o CAP e, portanto, podera auxiliar na triagem molecular desses
pacientes contribuindo para o seu diagnéstico precoce. De fato, SNPs podem atuar como
marcadores genéticos e podem ser analisados por meio das técnicas de Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e de Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP)
(ARAUJO et al., 2009), definindo marcas de susceptibilidade ao cincer.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o papel do polimorfismo Thr3991Ile do gene TLR4 como fator de risco para o

CaP.

Objetivos especificos

Estabelecer o perfil genotipico para o polimorfismo Thr399Ile do gene 7LR4 em

pacientes com CaP e HPB;

» (Caracterizar a distribuicao dos genotipos e alelos encontrados na populagdo avaliada;

» Definir o papel do polimorfismo Thr3991le do gene 7LR4 na susceptibilidade ao CaP;

* Correlacionar os dados encontrados com os niveis de PSA, ja utilizado na pratica
clinica;

» Correlacionar os resultados com os dados histopatoldgicos dos pacientes;

» Avaliar o potencial do polimorfismo Thr399Ile do gene TLR4 como biomarcador para

o CaP.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenc¢ao das amostras e extracio de DNA

No presente trabalho foram analisadas amostras de sangue periférico de pacientes com
cancer de prostata (CaP) e com hiperplasia prostatica benigna (HPB). As amostras foram
coletadas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) pela equipe
médica e ambulatorial do setor de Urologia, mediante autorizacdo dos pacientes, os quais
assinaram o Termo de Consentimento. O projeto foi aprovado pelo comité de ética em Pesquisa
sob o numero de parecer 005/2001.

Nesse estudo foram incluidos 51 pacientes. Destes, 29 foram diagnosticados com CaP
(idade média de 63,59 anos + 8,79) e 22 com HPB (idade média de 70,14 anos + 8,62). Para o
primeiro grupo, a média do PSA foi de 12,81ng/ul (£16,29) e para o segundo a média foi de
10,38ng/ul (£13,29). Quanto aos aspectos histopatoldgicos dos tumores, 82,76% foram
classificados como T1-T2 e 17,24% como T3. Além disso, 37,93% dos pacientes apresentaram

lesGes com escore de Gleason >7 e 62,06% com escore <7.
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O DNA foi extraido seguindo o protocolo previamente publicado por Sambrook (1989)
e sua qualidade avaliada em gel de agarose 0,8%, imerso em tampao TBE (45mM Tris Borato,
pH 8,3 e ImM EDTA) 0,5X, corado com GelRed 1X (Uniscience) e visualizado por luz
ultravioleta (sistema de video documentagao — Loccus Biotecnologia). O material foi mantido

a -20°C para os ensaios posteriores.

2.2 PCR (Reacio em Cadeia da Polimerase)

Para andlise do polimorfismo Thr399Ile, 2uL do DNA extraido de cada paciente foi
primeiramente amplificado em rea¢des de 20uL contendo os seguintes reagentes: 0,5U de Taq
DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), 1X Tampao da enzima (50 mM de KCI; 10 mM de
Tris-HCI pH 8.3), 2mM de MgClz, 200 uM dNTPs e Spmol dos oligonucleotideos iniciadores
(5 -GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA-3" e 5'-
ACCTGAAGACTGGAGAGTCAGTTAAATGCT-3"). Reagdes controle foram também
preparadas sem o material genética, a fim de a monitorar possiveis contaminagdes dos
reagentes.

As condigdes para amplificagdo por PCR foram calibradas considerando-se as seguintes
etapas: 1) desnaturagdo inicial; 2) desnaturagdo; 3) anelamento; 4) extensdo; e 5) extensao final.

Na figura 4 visualiza-se as condicdes estabelecidas para a ciclagem.

Figura 4: Condigoes da reagdo de PCR para amplificagdo da sequencia do gene TLR4 em que se encontra o
polimformismo Thr3991le. Fonte: Proprio autor.
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Os produtos finais da PCR foram verificados ap6s corrida eletroforética. Para cada SuL de
produto amplificado foram adicionados 2ulL de Tampao de Carreamento (12,5 mg de azul de
bromofenol, 12,5 mg de xileno cianol e 4g de sacarose) ¢ GelRed 1X (Uniscience), resolvidos
em gel de agarose 1,5%. O gel foi submetido a voltagem constante de 100 volts por 40 minutos,
em tampao TBE 0,5x e posteriormente visualizado em transluminador de luz ultravioleta e

fotodocumentados em sistema de video-documentacao (Molecular Imaging - Loccus).

2.3 Genotipagem do polimorfismo Thr399l1le

Para genotipagem do polimorfismo Thr3991le foi realizada uma restri¢do enzimatica com
o produto amplificado na PCR utilizando a enzima de restrigdo Hinf 1. Cada reacdo foi
preparada para um volume final de 10pL, contendo 1X Tampao da enzima , 1U de Hinf1e SuL
de produto amplificado. O volume final foi completado com agua ultrapura. A reagdo foi
incubada a 37°C por 16 horas em banho seco (Agimaxx).

Os alelos foram visualizados em gel de agarose 3%, submetido a voltagem constante de 50
volts por 240 minutos em tampao TAE (Tris-acetato, pH 8.0 ¢ EDTA) 0,5%, corados com
GelRed 1X e posteriormente visualizados em transluminador de luz ultravioleta e

fotodocumentados em sistema de video-documentacao (Molecular Imaging - Loccus).

2.4 Analise estatistica dos dados

As frequéncias genotipicas e alélicas foram apropriadamente tabuladas e posteriormente
comparadas com o diagnostico, idade, niveis séricos de PSA pré-operatdrio, pontuagdo de
Gleason e TNM utilizando o teste de Chi-quadrado com o auxilio do software GraphPad Prism
7 (GraphPad Software, La Jolla,CA, USA). A chance de ocorréncia foi estimada pelo teste de
oddsratio (OR). Esta e as analises concernentes ao equilibrio de Hardy-Weinberg para os alelos
identificados foram realizadas no software BioEstat (5.0).

Para as andlises estatisticas descritivas e inferenciais os niveis séricos de PSA foram
categorizados em: 1) <10 ng/mL; e 2) >10 ng/mL; a variavel pontuacdo de Gleason foi
dicotomizada em: 1) <7; e 2) >7; e a variavel TNM foi dividida em: 1) T1-T2; e 2) T3. Vale
ressaltar que o intervalo de confianga estabelecido foi de 95% (IC 95%) com nivel de

significancia (o)) estabelecido p<0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O CaP ¢ uma doenga complexa causada pelo acumulo de alteragdes genéticas nas células
prostaticas (WANG et al., 2018). O diagnostico precoce permance como prioritario, o que
evidencia a necessidade de se validar marcas de susceptibilidade na populagao e de se idenficiar
grupos de risco. A descoberta de alteracdes genéticas em nivel molecular pode auxiliar nessa
triagem, desonerando os sistemas de saude ao ampliar as chances de cura. De fato, os
polimorfismos genéticos podem ser determinantes no desenvolvimento de diferentes doencas,
incluindo o céncer, ao interferirem no funcionamento de transcritos e proteinas (MORRIS et
al., 2015; LANGSENLEHNER et al., 2007). Nesse sentido, atuam como biomarcadores de
rastreio, diagnésticos, prognosticos ou preditivos.

No cancer, genes que codificam para respostas inflamatorias tém se destacado, uma vez
que a inflamagdo crénica gera um microambiente propenso a carcinogénese com a liberagao de
citocinas envolvidas na proliferacdo celular, inibicao da apoptose e geracao de radicais livres,
capazes de causar danos ao DNA. As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio
(ERNs) levam a instabilidade gendmica, mutacdes deletérias e modificagdes pos-traducionais
aberrantes (SAMADI et al., 2015). No CaP, estudos anteriores correlacionaram a inflamagao
intra-prostatica cronica decorrente da presenga de patdogenos com o aparecimento e progressao
da doenga (DENNIS et al., 2002; SARMA et al., 2006).

A cascata de sinalizacdo do TLR4 inclui mecanismos evolutivamente conservados
ativando NF-kB. Originalmente, o TLR4 foi descrito como receptor de LPS, porém é capaz de
reconhecer DAMPs e proteinas de superficie viral (GEORGEL et al., 2007). O gene TLR4 ¢
altamente polimorfico e suas variantes genéticas podem reduzir ou promover a sinalizagao
imunologica, com diferentes papéis no desenvolvimento de tumores conforme as fungdes
desempenhadas pelo receptor. Hold e colaboradores (2007) associaram o alelo G do
polimorfismo Asp299Gly ao surgimento de carcinoma géstrico ndo cardiaco. Semlali e
colaboradores (2016a) observaram que o alelo G da variante genética rs10759931 aumenta o
risco de desenvovlimento de cancer de colon.

O SNP Thr3991le (399C> T, T399I, rs4986791) vém sendo estudado em diferentes
neoplasias uma vez que, ao alterar o aminoacido codificado, modifica o reconhecimento do
ligante e, consequentemente, a resposta inflamatoria (FERWERDA et al., 2008). Sua influéncia
na populagdo brasileira ainda ndo foi avaliada. Nesse contexto, hipotetizamos que a mutagao
Thr3991le possa ser um marcador genético para o CaP, auxiliando na triagem dos pacientes.

Primeiramente, uma regiao de 407pb do gene TLR4 foi amplificada (Figura 5A). Observa-se a
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presenga de uma banda tUnica, o que evidencia o sucesso da PCR, sem quaisquer amplicons
inespecificos ou contaminantes no controle negativo da reacdo. As amostras foram entdo
genotipadas para o polimorfismo Thr3991le do gene 7L R4 utilizando a enzima de restri¢do Hinf
I e 0 padrao obtido encontra-se representado na Figura 5B. Individuos homozigotos normais
CC apresentam uma unica banda de 407pb. Os heterozigotos CT, duas bandas de tamanhos
distintos com 407pb e 378pb. Finalmente, pacientes homozigotos mutantes TT possuem uma

unica banda visivel de 378pb.

Figura 5: Amplificagdo do fragmento de 407pb do gene TLR4 e padrio de genotipagem obtido para o
polimorfismo Thr3991le. (A) Produto amplificado. M: marcador de 100pb. Colunas 1-3: produto amplificado a
partir de amostras de pacientes com Cancer de Prostata. Colunas 4-6: produto amplificado a partir das amostras de
pacientes com HPB. CN: controle negativo interno de reagdo. (B) Gendtipos obtidos apds restrigdo com a enzima
Hinfl. CC = individuo homozigoto selvagem, TT = individuo homozigoto mutante e CT = individuo heterozigoto.
Fonte: Proprio autor.

407 pb

O estudo incluiu 51 amostras (Tabela 2), sendo 29 pacientes com CaP, livres de
tratamento, ¢ 22 com HPB. A idade dos individuos foi estatisticamente superior para os
individuos com HPB (p = 0,03) comparados com os com CaP, sem diferenca estatisticamente
significante entre os grupos de estudo para os niveis de PSA sérico (p = 0,45). As frequéncias
genotipicas observadas em pacientes com CaP foram de 55,17% (16/29) de homozigotos
selvagens CC, 10,35% (3/29) de heterozigotos CT e 34,48% (10/29) de homozigotos mutantes
TT. Em pacientes com HPB observou-se 50% (11/22) de homozigotos normais CC, 4,55%
(1/22) de heterozigotos CT e e 45,45% (10/22) de homozigotos mutantes TT. Quanto a
distribuicdo alélica, o alelo C foi mais frequente nos pacientes com CaP, contudo sem

significancia estatistica (Tabela 2).
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O polimorfismo Thr399Ile para ambos os grupos (CaP ¢ HPB) ndo se encontra em

equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), o que indica que os genotipos estdo em processo de

selecdo, que o fluxo de migragdo nao ¢ desprezivel e ha influéncia de deriva genética. De fato,

nosso estudo ¢ limitante em seu nimero de participantes € uma analise em um coorte maior ¢

essencial para melhor caracterizar a influéncia desse SNP na populagao.

Tabela 2: Distribuicao genotipica e alélica para o polimorfismo Thr3991le do gene TLR4 nos grupos de pacientes
diagnosticados com Cancer de Prostata (CaP) e Hiperplasia Prostatica Benign (HPB). Os individuos foram
categorizados conforme a idade e valores de PSA sérico. Fonte: Proprio autor.

SNP CaP (N=29) HPB (N=22)
N (%) *Idade *PSA N (%) *Idade *PSA
Thr3991le
CcC 16 (55,17) 64,06 (9,78) 10,34 (13,33) 11 (50) 69,4 (8,56) 12,26 (18,36)
CT 3 (10,35) 67,33 (5,03) 28,4 (40,53) 1 (4,55) 64 (ND) 6,09 (ND)
TT 10 (34,48) 61,7 (8,15) 12,08 (8,49) 10 (45,45) 71,6 (9,22) 8,75 (5,38)
Frequéncia alelo C 35 (60,34) 23 (52,27)
Frequéncia alelo T 23 (39,66) 21 (47,73)
SPuwe <0,0001 <0,0001
Py 'PCax HPB=0,61 2PCax HPB = 0,54

*: média (+DP)

§Puwe: equilibrio de Hardy-Weinberg (probabilidade para a populagdo ndo estar em equilibrio)

N: namero de individuos
ND: nao determinado

PSA: Antigeno Prostatico Especifico

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

SNP: polimorfismo de nucleotideo tnico

Para avaliar a associagao entre os genotipos/alelos e o risco ao CaP, foi calculada a razdo

de chances (OR) com intervalo de confianga de 95% (IC 95%). Valores de OR sdo comumente

calculados em estudos acerca da etiologia de diferentes doengas. O OR ¢ um calculo estatistico

realizado em estudos caso-controle que possibilita estimar a chance de um evento ocorrer, ou

seja, a probabilidade se desenvolvimento de uma doenca (RUMEL, 2020). O gendtipo

homozigoto selvagem (CC) foi utilizado como referéncia nas analises (Tabela 3).
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Tabela 3: Distribuicdo genotipica e alélica para o polimorfismo Thr399Ile do gene 7LR4 e o risco de
desenvolvimento do Céancer de Prostata (CaP) comparado a Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB). Fonte: Proprio
autor.

SNP CaPNEON;)”) Hee ((};SZI) OR IC 95% P
Thr3991le
CC 16 (55,17) 11 (50) 1,00 Referéncia -
CT 3(10,35) 1 (4,55) 0,48 0,04-5,29 0,96
TT 10 (34,48) 10 (45,45) 1,45 0,45-4,66 0,74
Modelo C
CC+CT 19 (65,52) 12 (54,55) 1,00 Referéncia -
TT 10 (34,48) 10 (45,45) 1,58 0,51-4,93 0,61
Modelo T
CC 16 (55,17) 11 (50) 1,00 Referéncia -
TT+CT 13 (44,83) 11 (50) 1,23 0,40-3,74 0,93

IC 95%: intervalo de confianca de 95%
OR: Odds Ratio

Novamente, nao foi identificada associagdo do SNP Thr3991Ile do gene T7LR4 com a
suscepbilidade ao CaP (p>0,05). Nossos resultados se encontram em conformidade com os ja
publicados por Singh e colaboradores (2013) com pacientes do norte da India, em que as
frequéncias dos gendtipos ndo foram associadas com o risco de desenvolvimento de CaP
quando comparadas aos pacientes hiperplasicos. Contudo, os dados da Tabela 3 também
demonstram prevaléncia do alelo C no grupo de individuos com tumor. Sugerimos que a
presenca do alelo selvagem esta associada ao funcionamento ativo do receptor TLR4 levando
a inflamacao tecidual e provocando danos ao DNA e CaP. Sendo assim, a presenca da variante
possui um efeito protetor contra a carcinogénese.

No Brasil, um estudo prévio do SNP Thr399Ile e sua associagdo com lesdes gastricas
ndo identificou o genotipo homozigoto mutante TT na popula¢do amostrada, o que levou os
autores a concluirem que esse polimorfismo ndo ¢ relevante para a carcinogénese gastrica
(OLIVEIRA, 2012a). Segundo Davoodi e Seow (2011) a mutagdo também nao predispde ao
risco de cancer cororretal (CRC). Em contrapartida, Messaritakes e colaboradores (2018)

relataram que o SNP foi significativamente associado a uma maior suscetibilidade ao cancer
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gastrico em pacientes gregos e ao desenvolvimento de CRC, correlacionando com a ocorréncia
de metastases e menor sobrevida global. Nesse contexto, nds categorizamos os individuos
diagnosticados com CaP conforme os dados clinicos (PSA) e histopatologicos (Gleason e
TNM), os quais sdo importantes para o acompanhamento da doenca (Tabela 4). Nenhuma

associacdo significativa foi observada.

Tabela 4: Polimorfismo Thr3991le do gene TLR4 agrupado em pacientes com Cancer de Prostata com diferentes
niveis séricos de PSA, pontuacao de Gleason e TNM.

SNP PSA Gleason TNM
N (%) N (%) N (%)
<10 >10 OR OR OR
ng/mL  ng/mL (1C95%) P <7 27 (1C95%) P TIT2 T3 (1C95%) P
Thr3991le
12 4 10 6 15 1
ce (4138)  (13.79) 1,00 Ref. (3448) (2069 1,00 Rt (5172) (3.4 1,00 Ref.
2 1 1.5 1 2 3,33 2 1 75
cT 6.90)  (3.45) (ND) 0.68 (3457 (6.90) (ND) 0.76 (6.00) (3.45) (ND) 0,70
4 6 45 7 3 0,71 7 3 6,43
T (13.79)  (2069)  (0.82-2457) 17 414y (1034) 013387 7 (414) (1034) (056-7335 0%
Modelo C
14 5 11 8 17 2
cercT (4828)  (17.24) 1,00 Ref. (37.93)  (27.60) 1,00 Ref. (58.62)  (6.90) 1,00 Ref.
4 6 42 7 3 0,59 7 3 3,64
T (1379)  (2069) (0832135 17 a14) 1034 11301 P81 2414y (1034) (0502676 OF
Modelo T
12 4 10 6 15 |
cc (4138)  (13.79) 1,00 Ref. (34.48)  (20.68) 1,00 Ref. 5 72)  (3.45) 1,00 Ref.
TT+CT 6 7 3,5 0,23 8 > 1,04 0,74 ? 4 6,67 0,21

(20.69)  (24.14)  (0,73-16,85) (27.60)  (17.24)  (0,23-4,70)

(31.03) (13.79)  (0,64-69,35)

IC 95%: intervalo de confianca de 95%
PSA: Antigeno Prostatico Especifico
TNM: Tumour Node Metastasis

Ref: gendtipo de referéncia

SNPs no gene TLR4 apresentam divergéncia ente grupos étnicos (OLIVEIRA, 2012b),
o que justifica os dados conflitantes da literatura e os resultados aqui demonstrados. Além disso,
a populacao brasileira ¢ altamente miscigenada (SCHWARCZ, 2012), o que pode ser um fator
preponderante na determinacdo de gendtipos de susceptibilidade. Finalmente, estudos
multidisciplinares sdo necesarios para melhor compreener a influéncia de mutagdes no gene

TLR4 e seus efeitos biologicos na etiopatologia do CaP.
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4 CONCLUSAO

Nosso trabalho foi o primeiro a avaliar a influéncia do SNP Thr3991le do gene 7LR4 na
susceptibilidade ao CaP na populagdo brasileira. Contudo, os gen6tipos ndo se encontram em
HWE e nao foi associado a ocorréncia e progressao doenca. Portanto, estudos adicionais sao
necessarios em um numero maior de individuos, bem como a realiza¢ao de ensaios voltados

para a compreensao dos efeitos bioldgicos dessa mutagdo na tumorigénese prostatica.
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