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RESUMO

O céancer de prostata (CaP), tem sido alvo de estudos com o objetivo de melhor
entendimento das vias moleculares e fatores genéticos que influenciam a susceptibilidade,
evolucdo e desfecho. O aumento da expectativa de vida da populacdo, bem como as
patologias que acometem a faixa etéria de idosos tornaram-se tema de interesse mundial.
Os homens representam uma parcela da populacdo vulnerdvel do ponto de vista de
intervencdo em saude, uma vez que apresentam mortalidade seis anos mais precoce que as
mulheres. Entre as causas de morbidade e mortalidade neste grupo, o CaP figura como
importante problema de saude publica. Neste contexto, sobressaem-se as quimiocinas, que
foram descritas como participantes no trafico de células inflamatorias, sendo implicadas
também no desenvolvimento do cancer e outras doencas de fundo inflamatorio. Nas
ultimas décadas, as quimiocinas, e seu papel na evolucdo do cancer tem sido intensamente
investigados. Entre estes, encontram-se 0s receptores CCR2 e CCR5, implicados,
inicialmente no trafico de células inflamatdrias e atualmente no desenvolvimento do cancer
de varias origens. Nosso estudo busca verificar associacdo entre o cancer de prostata e a
presenca dos polimorfimos genéticos CCR2-Val64lle e CCR5-432 em uma popula¢do no
Estado do Piaui-Brasil, avaliando a associacdo com a susceptibilidade ao mesmo, PSA ao
diagnostico, estadiamento tumoral, escore de Gleason e agressividade. Também foi testada
a presenca de desequilibrio de ligacdo entre os genes. O desenho do estudo constituiu-se de
caso-controle, dispondo-se de uma amostra de 185 casos de cancer de prostata e 185
controles. Os 185 individuos do grupo caso tiveram suas amostras de tumor (apés
prostatectomia ou bidpsia) ou sangue periférico genotipados para verificar a ocorréncia ou
ndo dos polimorfismos de interesse. Os 185 individuos do grupo controle tiveram amostras
de sangue periférico genotipadas quanto aos polimorfismos em estudo. Os casos e 0s
controles foram comparados em relacdo a presenca do polimorfismo. Os dados foram
submetidos a avaliagdo estatistica, utilizando-se qui-quadrado. Observamos desequilibrio
de ligacdo moderado entre os genes avaliados (D’=0,559; r?=0,001). N&o se observou
associacao entre a ocorréncia de cancer de prostata e a presenca dos polimorfismos CCR2-
Val64lle (OR=0,89; 95% IC=0,56-1,41; p=0,70 para o genotipo Val/lle; OR=1,39; 95%
IC=0,28-5,83; p=0,95 para o gendtipo lle/lle) e CCR5-432(0OR=0,48; 95% 1C=0,19-1,22;
p=0,18). Nao foram observadas associacdes da presenca dos polimorfismos com
susceptibilidade ao CaP nem com agressividade para CCR2-Val64lle (OR=1,45; 95%
1C=0,69-3,02; p=0,40 para PSA > 20, OR=0,59; 95% 1C=0,26-1,36; p=0,29 para TNM
com tumor > 2Tc e OR=1,21; 95% 1C=0,61-2,43; p=0,71 para escore de Gleason), nem
para CCR5-432(OR=1,01; 95% IC=0,22-4,68; p=0,7 para PSA e OR=3,21; 95% IC=0,39-
27,32; p=0,47 para escore de Gleason). Nossos resultados ndo revelaram associacdo entre
0s polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432 e CaP em uma populagdo no Nordeste do
Brasil. Efeito preditor de melhor prognéstico de CCR5-432 poderd ser avaliado em
amostra com maior nimero de individuos.

Palavras-Chave: quimiocinas. neoplasia de prostata. estadiamento de neoplasias.






1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida ocorreu em todo 0 mundo ao longo do ultimo
século. Doencas cronicas e degenerativas mostraram, paralelamente, grande aumento de
incidéncia relacionadas a faixa etaria mais elevada, influenciando decisivamente a
qualidade de vida, bem como as causas de mortalidade. A parcela masculina da populacao
mostrou ser mais vulneravel, uma vez que apresenta expectativa de vida reduzida em 6
anos em comparacdo com as mulheres. Entre as causas de mortalidade que acometem o0s
homens encontra-se o cancer de prostata (CaP), que em geral atinge homens de mais de 60
anos, tem evolucdo insidiosa e varia em relacdo ao padréao histologico e gravidade.

Entre os fatores usados para estratificar o risco ligado a evolucdo do CaP
destacaram-se a concentracdo plasmatica do antigeno prostatico especifico (PSA do Inglés
prostatic specific antigen), avaliacdo histopatoldgica, pelo escore de Gleason e
estadiamento tumoral baseado na caracterizagdo do tumor, nddulo e metastase (escore
TNM). Estes pardmetros sdo mensurados para identificacdo do risco de recidiva apds
prostatectomia e gravidade, permitindo aos assistentes direcionar a terapéutica e acessar
progndstico individualmente.

O campo da imunologia do cancer se desenvolveu muito, a partir de tecnologias
mais precisas de observacdo da biologia celular. Isto permitiu importantes avancos na
compreensdo do processo oncogénico. A percepcao de que o desenvolvimento do cancer
ocorre em um contexto imunolégico que influencia na progressdo e desfecho levou ao
desenvolvimento de vérias terapias especificas.

Em meio a este cenario, foram descobertas as citocinas, pequenas moléculas
relacionadas, inicialmente, com o tréfico de leucdcitos. Nas Ultimas décadas, muito se tem
compreendido sobre a participacdo de citocinas e seus receptores no cancer. Dentre 0s
receptores, destacam-se as proteinas chemokine (C-C motif) receptor 2 (CCR2) e 5
(CCR5), cujos genes homdnimos localizam-se na mesma regido cromossémica, 3p21. Os
polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432 foram descritos como importantes influéncias
sobre doengas de base inflamatoria e estdo em desequilibrio de ligacdo. As ligacdes entre
receptor e citocina sdo inespecificas, portanto um anico receptor pode se ligar a mais de

um ligante, com diferenca de afinidades entre eles. Diante da redundancia de ligacdes,



observa-se que a resposta inflamatéria que prevalece pode variar mediante ocorréncia de
polimorfismos genéticos nesses receptores.

A evolucdo do conhecimento sobre as caracteristicas determinadas geneticamente
permitiu estudar os efeitos populacionais de diferencas ligadas a pequenas alteragdes no
cddigo genético. O DNA, junto com influéncias ambientais, é responséavel pelo padréo de
producéo proteica de um organismo, determinando a expressdo de mecanismos/vias que
estdo intrinsecamente associadas a evolucdo do céancer. Esta relacdo de causa e efeito
constitui-se no pilar da medicina personalizada. A modificacdo da expressdo génica pode
alterar a susceptibilidade a patologias, a evolugédo individual, identificar a terapéutica mais
adequada assim como os efeitos colaterais apresentados. Portanto, conhecer o perfil
genético populacional e individual tem se mostrado uma ferramenta essencial na tomada de
decisdes em Medicina.

Por este motivo, neste estudo foi investigada a associacdo dos polimorfismos
CCR2-Val64lle e CCR5-432 em uma populagdo do Estado do Piaui, em busca de
alteracdes na frequéncia e no padrédo de evolucéo do CaP.

Analises integradas de dados em rede permitiram acessar mecanismos
moleculares que sustentam a progressdo e recorréncia do cancer colorretal. Acreditamos
que o mesmo modelo poderia ser utilizado em relacdo ao CaP, desde que conhecidos
varios dados que interferem no seu desencadeamento, progressdo, resposta as terapéuticas
disponiveis e desfecho. Nossa contribuicdo seria, portanto, um dos elementos a constituir

esta ferramenta.



2.REFERENCIAL TEORICO

2.1. Envelhecimento e cancer

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que, entre 2010 e 2050, a
proporcdo da populacdo mundial acima de 60 anos aumentara de 11% para 22%. Esta
mudanca de perfil etario populacional tem ocorrido cada vez mais rapidamente. Enquanto
paises como a Franca e Suécia levaram mais de 100 anos para elevar de 7 para 14% a
percentagem de idosos na populacdo, paises como o Brasil, China e Tailandia, levaram
apenas 20 anos. Tal fenémeno ocorre uma vez que, a medida que um pais se desenvolve,
caem as taxas de fertilidade, de mortalidade, bem como se observa mais acesso aos
cuidados de saude (WHO, 2012).

Estatisticas mundiais mostram que as pessoas mais velhas morrem de doencas ndo
contagiosas, como doencas cardiacas, cancer e diabetes. Observa-se, ainda que homens
vivem, em média, 6 anos menos que mulheres (OMS, 2012). A sobrevivéncia total de
pacientes com CaP em cinco anos em todo o mundo varia, conforme o pais, de 40 até 95%.
Homens diagnosticados de 2005-2009 a sobrevida foi 90% ou maior em paises como
Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chipre, Equador, Finlandia, Franca, Alemanha, Israel,
Italia, Lituania, Porto Rico e EUA. Na Libia e Mongolia, a sobrevida em cinco anos foi de
40 e 41%, respectivamente. O aumento observado na sobrevida variou de 10 a 20% em 22
paises na América do Sul, Asia e Europa (ALLEMANI, 2014).

A migracdo de populacdes de zonas rurais para urbanas, mudanca do estilo de
vida, incremento das medidas de salde preventiva, bem como a facilitacdo de acesso aos
cuidados médicos tém sido responsaveis pela deteccdo de maior nimero de casos de CaP
na India. Acredita-se que tais facilidades tenham levado paises desenvolvimento a
apresentar taxas de incidéncia desta patologia proximas as de paises ocidentais (JAIN;
SAXENA; KUMAR, 2014).

Embora a previsdo de queda da taxa de mortalidade por céancer tenha sido
observada ao longo dos anos (1975-2010), o nimero total de 6bitos por esta causa ainda
vem crescendo, mesmo com 0s avancos obtidos em diagnostico e tratamento. Tal
comportamento se justifica, também, pela modificagdo dos padrdes populacionais

subjacentes, principalmente o envelhecimento (WEIR et al., 2015).



O Brasil apresenta aumento progressivo na expectativa de vida ao nascer,
acompanhando a estimativa mundial, bem como mantem a diferenca ja mencionada entre

as populacdes masculina e feminina (Grafico 1) (IBGE, 2014).

Gréfico 1. Expectativa de vida ao nascer no Brasil (IBGE, 2014).
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Em estudo realizado entre 1980 e 2006 mostrou-se que houve aumento de
incidéncia e da mortalidade por CaP no Brasil. No mesmo estudo, detectou-se que nos
municipios do interior das regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste tiveram aumento de
incidéncia superior, duas vezes ou mais, quando comparados as capitais. E possivel que
este aumento reflita o acesso as opcles diagnosticas e terapéuticas precoces mais
facilitadas para os residentes em capitais (SILVA, et al., 2011). Em valores absolutos, o
CaP ¢é o sexto tipo de cancer mais comum e 0 mais prevalente em homens, representando
cerca de 10% do total. Em paises desenvolvidos, a taxa de incidéncia é cerca de 6 vezes
maior em compara¢do aos paises em desenvolvimento. Dentre as doengas malignas, o CaP
é reconhecidamente, o segundo mais comum entre os homens no Brasil, sendo superado
apenas pelo cancer de pele ndo-melanoma. A estimativa do nimero de CaP no Piaui, para
2014 foi de 790 novos casos, correspondendo a 49/100.000 homens (INCA, 2014).

2.2. 0 Cancer de Proéstata
O céncer é uma patologia decorrente de alteragdes nos mecanismos de controle do
ciclo celular, bem como alteragdes no microambiente em que se encontra. Tecidos

cancerosos desregulam os sinais que preservam a manutencdo da sua arquitetura e funcgéo.



Para isto, ocorre producédo de fatores de crescimento e seus receptores, sinalizagcdo para o
apoio das células do estroma, e expressdo de receptores de interesse que se sobrepdem aos
que regulariam as respostas de controle da homeostasia. Observa-se o favorecimento da
transicdo epitélio-mesenquimal permitindo as células cancerosas invadirem tecidos
diferentes do original bem como resisténcia a morte celular. Autofagia e apoptose podem
ser modeladas no cancer, havendo pontos de intersecgdo entre os circuitos regulatorios da
autofagia, apoptose e homeostasia. Estes pontos podem ser direcionados, conforme o
estado fisiologico da célula. A necrose, caracterizada por intenso influxo de células
imunolégicas, promove angiogénese, proliferacdo celular e invasdéo (ALBERTS et al.,
2010; HAHANAH e WEINBERG, 2011).

O microambiente tumoral tem grande influéncia no desenvolvimento e evolugéo
cancerosa. As caracteristicas marcantes do cancer sdo moduladas pela matriz extra-celular,
devendo-se ter especial atencdo a esta influéncia ao se desenvolverem terapéuticas, uma
vez gque o contexto genético a ser avaliado deve se estender aos elementos da matriz extra-
celular e as linhagens de células que afluem para la. Entre as interagdes a serem avaliadas
encontram-se as que dizem respeito aos componentes do sistema imunolégico infiltrados
nas lesbes. A associacdo da inflamacdo ao cancer ja foi bem descrita e conta com a
participacdo de quimiocinas, entre outros mediadores (HANAHAN e COUSSENS, 2011).
Caracteristicas genéticas podem ser determinantes na evolu¢do do CaP. Sendo assim,
evidenciar presenca de polimorfismos associados a alteracéo de susceptibilidade ao CaP ou
ao progndstico dos individuos portadores, constitui-se em uma ferramenta promissora na

assisténcia, com possivel impacto em salde publica.

Estudo realizado no Reino Unido, com 146.606 participantes, demonstrou que
negros (africanos e caribenhos) sdo mais suscetiveis ao CaP que os brancos, chineses e sul-
asiaticos o que reforca o papel da caracteristica genética no desenvolvimento da doenca. A
diferenga permaneceu mesmo apods o ajuste para idade, caracteristicas ambientais e estilo
de vida e pais de origem (MARUTHAPPU et al., 2015).

Os principios de vigilancia ativa foram descritos no National Comprehensive
Cancer Network (NCCN). Preocupados com o sobrediagnostico e sobretratamento, 0s
estudiosos deste grupo de pesquisa orientam que o perfil de risco do paciente, a idade e
condicdes de saude sejam considerados pelo paciente e seu médico assistente na indicagao

desta modalidade de acompanhamento. A abordagem preconiza que 0 paciente seja



acompanhado regularmente pela dosagem de PSA a cada 6 meses, toque retal a cada 12
meses, biopsia por agulha, conforme o resultado da primeira biopsia realizada (MOHLER
etal., 2010).

Entre os objetivos do acompanhamento de pacientes com CaP encontra-se a
identificacdo e o tratamento de homens com doenca clinicamente significante (COBELLI
et al., 2013). A vigilancia ativa, por sua vez, busca acompanhar os casos de CaP para
diferenciar individuos que necessitam de tratamento agressivo dos que nao necessitam.
Estudo de associacédo realizado com pacientes em curso de vigilancia ativa ndo encontrou
relagdo entre a presenca de historia familiar e CaP. O achado, pode indicar que 0s escores
de risco séo pouco preditivos para individuos de baixo risco. Ressaltou, porém, que novas
variantes genéticas podem ser descobertas, modificando tais resultados e implicando em
novos estudos com este objetivo (CHEE et al., 2013).

A evolucdo do CaP é variavel. Alguns tumores podem crescer de forma rapida,
invadindo outros 6rgdos culminando com a morte do paciente. A grande maioria, porém,
cresce de forma insidiosa (leva cerca de 15 anos para atingir 1 cm3), ndo chegando a dar
sinais durante a vida e nem a ameacar a saude do homem (INCA, 2013).

O diagnostico do CaP baseia-se em exame fisico, por meio do toque retal, e
bidpsia, sendo auxiliado pela dosagem de PSA. Este ultimo pode estar alterado em virtude
de inflamacdes, trauma e hiperplasia prostatica benigna (HEIDENREICH et al., 2013).

O PSA foi reconhecido em 1986 pelo FDA (do inglés, Food and Drug
Administration), passando a ser usado como auxiliar no acompanhamento de tratamentos
de CaP. Em 1994, foi aceito como método diagndstico (DUSKOVA e VESELY, 2014).
Trata-se de uma proteina kalicreina com baixa atividade de quimiotripsina cuja funcéo é
fluidificar o ejaculado, tornando o ambiente mais propicio para a motilidade dos
espermatozoides. O aumento dos niveis de PSA sérico foi associado ao CaP e a sua
gravidade. Um estudo conduzido na Suécia coletou e armazenou amostras de soro de
21.277 homens com idade entre 30 a 50 anos de 1974 a 1986. Em dezembro de 2006, os
casos de cancer nesta populagdo foram identificados. Os individuos diagnosticados com
CaP tiveram suas dosagens de PSA verificadas a partir de amostras armazenadas em
sorotecas de até 20 anos antes. A associacdo entre 0 PSA aos 50 anos ou antes e 0
diagnostico subsequente de CaP, mostrou-se forte e altamente significativa (area sob a
curva 0,719; 95% IC 0,704 — 0,73; p < 0,0005). A associacdo também se mostrou forte

para canceres diagnosticados mais de 25 anos apés a coleta da amostra (LILJA, 2011).



O limite de PSA de 2,5 ng/mL foi adotado em 2005 pela OMS, tendo sido usado
para discriminar grupos de vigilancia acompanhados em protocolos de pesquisa. A
efetividade da triagem de PSA foi avaliada na previsdo da mortalidade por CaP. O
screening de PSA mostrou mais beneficios quando se avaliaram resultados em prazo
superior a 10 anos. Como o CaP é uma doenga de histdria natural prolongada, o risco de
sobrediagnostico e sobretratamento devem ser considerados ao se realizar a dosagem do
PSA como estratégia de rastreamento em idosos (HUGOSSON et al., 2010).

As atuais diretrizes relacionadas ao diagnostico do CaP recomendam que a
expectativa de vida seja levada em consideracdo na decisdo quanto ao intervalo de
realizacdo de PSA (CARTER et al., 2013; HEIDENREICH et al., 2013). No Brasil, o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) ndo recomenda o rastreamento de CaP em homens e
orienta que 0os mesmos sejam esclarecidos antes de o realizarem, no caso de demanda
espontanea (INCA, 2002).

Dado o inicio insidioso e evolucado indolente, a identificacdo de um grupo homens
de alto risco consiste em importante ferramenta auxiliar no que se refere ao alcance de
reducdo da mortalidade desta parcela da populacdo. Um exame de PSA obtido dos 44-50
anos de idade pode estratificar esses homens, incluindo-os em grupos de vigilancia ativa
para CaP (LILJA et al, 2011). Mais recentemente, estudo considera que, para individuos >
60 anos com PSA <1 ou 2 ng/mL ndo se justificaria screening dado a expectativa de vida e
nitido aumento da incidéncia de doenca benigna (VICKERS e LILJA, 2012).

O tipo histolégico mais frequentemente encontrado no CaP é o tumor epitelial,
entre 0s quais se destaca 0 adenocarcinoma acinar, podendo ser encontrados também,
tumores neuroenddcrinos, tumores de estroma prostatico, mesenquimais, hematolinfoides e

miscelaneos, além de metastaticos (WHO, 2004).

A avaliacdo histopatoldgica do CaP é realizada por patologista, tomando por base
a arquitetura da amostra. O escore de Gleason € o método utilizado para tal exame. Nesta
avaliacdo, o tecido normal consiste em glandulas rodeadas por tecido fibromuscular
mantendo as glandulas unidas. Na sequéncia, com o0 aumento da malignidade e
agressividade, ocorre uma ruptura do arranjo glandular que, em Ultima instancia, chega a
preencher o limen com células epiteliais e o estroma virtualmente desaparece (Figura 1).

A soma do primeiro e segundo padrdes predominantes observados constituem o valor de 2



a 9, que identificam a presenca de CaP, o grau de desenvolvimento, prognostico e, por
ultimo, direciona a terapéutica do cancer (TABESH et al., 2007).

Figura 1. Esquema de gradacédo do escore de Gleason.
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De cima para baixo mostrando modificacdo evolutiva da arquitetura glandular com aumento da
agressividade. Modificado de Tabesh et al., (2007).

Apds o diagnostico, realiza-se o estadiamento, que consiste em identificar o grau
de crescimento do tumor e sua disseminacgdo pela utilizacdo do escore TNM. Neste escore,
a letra T indica a extensdo do tumor primario, que varia de clinicamente inaparente até
disseminado para o assoalho e paredes pélvicas. Neste item, T1 corresponde a tumor ndo
palpavel ou ndo visivel, T2, tumor confinado a prostata e T3 tumor que se expande atraves
da capsula prostatica, podendo acometer as vesiculas seminais. A letra N indica nddulo,
podendo variar de auséncia de achados em linfonodos até presenca de nédulos de tamanho
superior a 5 cm em linfonodos regionais. A letra M indica a presenca ou auséncia de
metastase, variando, para efeito de classificagdo, entre M1a, M2b e M3c para linfonodos
ndo regionais, 0sseas e outras localizagdes, respectivamente. Em caso de duvida quanto a
correta categoria T, N ou M em que se encontra determinado caso, a op¢do deve ser pela
categoria inferior. O mesmo deve ocorrer para 0 agrupamento por estadio. Por dltimo
avalia-se a auséncia ou presenca de metastase, variando de acometimento de linfonodos

ndo regionais, 0ssos e outras localizag6es, conforme Quadro 1 (EISENBERG, 2004).



Quadro 1. Esquema da classificagdo TNM (EISENBERG, 2004).

T1 Prostata ndo palpével ou visivel
Tla <5%
Tlb > 5%
Tlc Bidpsia por agulha
T2 Tumor confinado a prostata
T2a < metade de um lobo
T2b > metade de um lobo
T2c Ambos os lobos
T3 Através da capsula prostatica
T3a Extracapsular
T3b Vesicula(s) seminal(ais)
T4 Fixo ou invade estruturas adjacentes: Colo vesical, esficter externo, reto, masculos
elevadores do anus, parede pélvica
N1 Linfonodo(s) regional(is)
Mla Linfonodo(s) ndo regional(is)
M2b 0ss0(s)
M3c Outra(s) localizacéo(6es)

T, tumor; N, nédulo; M, metastase.

Em nosso estudo, utilizamos a estratificagdo de Harvard (D’Amico). Este escore
foi proposto como sistema de estratificacdo de risco de CaP baseado na dosagem de PSA,
escore de Gleason e estadiamento tumoral. As informacdes foram agrupadas para acessar a
resposta de pacientes a terapéutica tanto para classificacdo de risco pré-cirtrgico quanto
para previsdo de recidiva pos-cirdrgica. O sistema classifica os tumores em baixo risco
(T1-T2 e escore de Gleason < 6 ¢ PSA < 10), risco intermediario (T2b e/ou escore de
Gleason = 7 e/ou PSA 10-20 e ndo baixo risco) e alto risco (> T2¢ ou PSA > 20 ou escore
de Gleason 8-10) (RODRIGUES, 2012).

2.3. Aspectos Moleculares do Cancer de Prostata

Vérios fatores tém sido implicados no desenvolvimento de CaP. Os mais
conhecidos sdo agentes infecciosos, fatores hormonais, habitos alimentares, refluxo

urinério e trauma. Todos estes elementos tém em comum um cenario de inflamacéao
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cronica. Esta, por sua vez, depende de uma rede de substancias enddgenas cuja interacdo
determina o risco individual para o CaP. Incluem-se ai os polimorfismos genéticos de
algumas citocinas, como TNF-B1, IL-10/f, IL-8, IL-10, CCR2 e CCR5 (ELKAHWAIJI,
2012; TSAUR, 2015).

A descoberta das quimiocinas como grupo de substdncias participantes da
inflamacdo e defesa de hospedeiros ocorreu por meio da andlise de ativacdo celular em
tempo real como mostra a Figura 2. A reacdo se deu em resposta a uma substancia
atualmente denominada quimiocina, que ao interagir com um receptor com sete dominios
transmembrana acoplado a proteina G, desencadeou a modificacdo do formato celular,

aspecto relacionado a migracéo leucocitaria (BAGGIOLINI, 2015).

Figura 2. Mudanga de forma dos neutréfilos em resposta a presenga de substancias quimioatrativas

caracterizada pela protrusdo e retracdo de extensdes ectoplasmaticas

Fonte: BAGGIOLINI, 2015.

Participacdo da inflamagéo na evolucdo do cancer como um todo, assim como o
papel fundamental das quimiocinas, é mostrado na Figura 3 (ALLAVENA et al., 2011). O
sistema imune adaptativo, em condi¢Ges ndo patoldgicas, conta com a participagdo de
células que reconhecem e eliminam peptideos invasores por meio da ativacdo de linfocitos
T e B. Os linfocitos B produzem anticorpos que reconhecem e apresentam as proteinas
estranhas com o propdsito de elimina-las. Por sua vez, os linfocitos T, combatem as
infeccBes intracelulares. Para que isto ocorra, moléculas classe 1l do complexo de
histocompatibilidade principal, MHC (do inglés, main histocompatibility complex)
apresentam, na superficie celular, peptideos exogenos de micrébios invasores
intracelulares. Ao identificarem patdgenos, estas células expressam também, em sua

superficie, moléculas coestimuladoras, que sinalizam a ocorréncia de patdgenos estranhos.
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A secrecdo de citocinas pelos linfécitos T helper é estimulada partir da ligagdo das
moléculas de classe Il do MHC ao peptideo. As citocinas, por sua vez, medeiam a
sinalizacdo intercelular (JORDE et al., 2010).

Figura 3. Participacdo da inflamacé&o na evolugdo do céncer.
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Figura 3. Participacdo da inflamagéo na evolucéo do céncer. CCL, quimiocinas; Th, linfécito T helper, Treg,
linfocito T regulador; T naive, linfocito T que ainda ndo encontrou um antigeno. Adaptado de Allavena et al.
(2011).

A participacdo das citocinas e seus receptores na inflamacdo do céncer estd
relacionada ao trafico de células inflamatdrias até regides de interesse, bem como a
angiogénese, crescimento tumoral, invasdo e metastase. As quimiocinas sdo produzidas de
forma constitutiva ou induzida, participando da homeostase ou inflamacéo,
respectivamente. Quando participam da homeostase, seu papel se da por meio da
manutengdo da hematopoiese e do sistema imunoldgico. J& as quimiocinas inflamatorias,
sd0 expressas em resposta a estimulos pré-inflamatorios, por células especificas tumorais
que, aumentando sua expressdo, atuam reconhecendo seus receptores. Modificagcbes em
receptores, determinadas por alteracbes genéticas podem interferir na evolugdo das
respostas especificas (VANDERCAPPELLEN et al., 2008; MUKAIADA E BABA, 2011).

Os receptores de quimiocinas constituem-se, estruturalmente, de um amplo grupo
com sete dominios transmembrana acoplados a proteina G, que € expressa em varios tipos
celulares. O espagamento entre as cisteinas divide as quimiocinas nas classes CXC, CC e

CX3C, com 4 cisteinas conservadas e C com apenas duas cisteinas. CXC e CX3C se
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diferenciam por ter um e trés amino&cidos entre a primeira e a segunda cisteinas, enquanto
em CC as duas sdo adjacentes. Quanto a ligacdo, observa-se que ligantes e receptores
apresentam sobreposicdo dentro da mesma classe. Modificagfes coordenadas no padrao de
expressao dos receptores de quimiocinas ocorrem apds exposicdo a células dendriticas ao
apresentarem antigenos para células T. Isto explica o direcionamento destas células na
inflamacdo determinando a localizagdo na periferia ou em 6rgdos linfoides (MURPHY,
2000).

Tumores solidos apresentam estroma rico em células produtoras de quimiocinas,
como fibroblastos e células endoteliais. Este cenario facilita a formacdo de um gradiente de
concentracdo atrativo para células inflamatdrias. Demonstrou-se a existéncia de receptor
que ndo induz o sinal de influxo de célcio pelo CCR chamado receptor de antigeno Duffy.
Este pode atuar como regulador na presenca de excesso de quimiocina e sua auséncia ja foi
associada ao aumento de mortalidade por CaP em afro-americanos (VANCAPELLEN et
al., 2006).

A ligacdo da quimiocina ao receptor leva a ativacdo por meio de mudanca de GDP
para GTP dissociando as subunidades a ¢ fy. A subunidade By ativa dois sinais principais
de transdug¢do de enzimas, as fosfolipases (PLCP, e P3) que sdo especificos para
fosfatidilinositol e a fosfatidilinositol 3-OH kinase (PI3Ky). A PLCB cliva fosfatidilinositol
(4,5)-bifosfato, originando dois segundos mensageiros: inositol (1,4,5) trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). IP3 induz a liberacdo de Ca** dos reservatorios intracelulares
levando ao aumento transitorio da concentracdo de calcio livre e DAG ativa varias
isoformas da proteinakinase C (PKC). A PI3Ky rapidamente gera fosfatidilinositol
trifosfato e inicia a ativagdo de outra kinase, a PKB. A subunidade Py ativa outras kinases ,
por exemplo MAP Kkinase. Apo6s a hidrélise da GTP, a subunidade a se reassocia a

subunidade B e pode sinalizar por ela propria ativando tirosina kinases (BAGGIOLINI,
2001).

Estudo com quimiocinas e seus ligantes produzidos por virus podem ajudar a
esclarecer os mecanismos de ajustes de sinalizacdo. O entendimento da funcionalidade
estrutural destas moléculas sugere que estratégias de engenharia molecular podem criar
novos farmacos com propriedades agonistas ou inibitorias (BURG, 2015).

Novas estratégias terapéuticas tém sido sugeridas, no sentido de melhorar o

prognostico, tempo e qualidade de sobrevida mesmo em pacientes com CaP metastatico
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(BAYNE et al., 2015), assim como mecanismos de apoio a tomada de decisdo por parte da
equipe assistente (PLOUSSARD, 2015; PRESTON, 2015). Paralelamente, tem aumentado
0 conhecimento sobre mecanismos epigenéticos que atuam no DNA modificando a
acessibilidade da cromatina a maquinaria transcricional. Terapia epigenética pode se
constituir em uma abordagem promissora, mas ainda se encontra em estagio inicial de
pesquisa (YASMIN et al., 2015).

2.4. Os genes CCRZ e CCR5 e seus produtos proteicos

Os receptores CCR2 e CCR5 sdo proteinas de superficie produzidos em células
especificas e atuam por meio do reconhecimento de seus ligantes. Os genes homoénimos se
localizam na mesma regido cromossomica, 3p2l. Modificacbes nestes receptores,
determinadas por alteracdes génicas, podem interferir no desencadeamento das respostas
proprias, implicando em alteracdo da evolugdo do cancer como um todo. E importante
ressaltar que as moléculas de quimiocinas se ligam a varios receptores com diferencas de
afinidades entre si. Esta redundancia torna um desafio a atribuicdo de um risco a uma
quimiocina ja que a resposta do organismo dependera, tanto da resposta elicitada pelo par
ligante/receptor isoladamente, quanto do contexto celular e molecular em gue se encontra
(RODRIGUES et al., 2014).

Os polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs, do inglés, Single Nucleotide
Polymorphisms) séo alteracfes em um unico nucleotideo na sequéncia de leitura do DNA
cuja repercussdo pode variar de nenhuma, com expressdo do mesmo aminoacido na
constituicdo da proteina, até a modificacdo completa da estrutura da molécula proteica
final ou até mesmo a parada da producdo da proteina. J& as delecdes sdo mutacGes em que
ocorre a auséncia de uma parte do material genético que compde determinada regido do
DNA (GRIFFITHS et al., 2013).

O receptor CCR2 foi implicado na regulagédo da resposta imune via recrutamento
de monacitos/macrofagos aos sitios de inflamacdo. Em estudo conduzido em ratos, a
delecdo de CCR2, levou a perda de atratividade para linfécitos T apos desafios antigénico e
ndo antigénico. O estudo demonstrou, ainda, um forte defeito na producgéo de interferon-y
(BORING et al., 1997). Recentemente, observou-se, em modelos murinos, que a inibi¢do

de CCR2 pode impedir respostas imunes anticancer que contribuem para o0 sucesso
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terapéutico (MA, 2014). A variagdo CCR2-Val64lle (rs1799864) é um exemplo de SNP
que modifica a proteina receptora de quimiocina, na qual ocorre substituicdo da base
nitrogenada guanina (G) por adenina (A) na posicdo 190. A alteracdo resulta em
modificacdo do aminoacido valina por isoleucina no cédon 64, implicando na producao do
receptor alterado.

O receptor CCR2 apresenta duas isoformas determinadas por splicing alternativo:
CCR2A e CCR2B. O alelo CCR2-64lle é implicado em aumento de expressdo da isoforma
CCR2A, enquanto CCR2-64Val produz preferencialmente CCR2B. A diferenca entre as
duas proteinas reside na extremidade carboxiterminal, que se localiza na porgdo

citoplasmatica da molécula, conforme mostra a Figura 4 (NAKAYAMA et al., 2004).

Figura 4. Estrutura da molécula de CCR2A e CCR2B.

Extracellular

Intracellular

Letras em cinza denotam a estrutura de CCR2B e as que estdo em preto, correspondem a estrutura de
CCR2A. A letra I, no circulo, mostra a posi¢do 64, onde ocorre a substituicdo de valina por isoleucina na

proteina. Adaptado de Nakayama et al., (2004).

Estudo recente demonstrou que uma proteina com caracteristicas estruturais
semelhantes a quimiocinas, a PSMP, (do inglés PC3-secreted microprotein), foi implicada

em ligacdo e ativacdo especifica da isoforma CCR2B. A via ativada por PSMP foi pERK,
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cuja sinalizagdo leva a proliferacdo e migracdo (PEI et al., 2014). Desta forma, maior
expressdao de CCR2A poderia diminuir a ligagdo de PSMP, diminuindo o disparo da via

pERK, além de reduzir a ativacdo de CCR5.

O receptor CCR5 foi descrito como proteina ligacdo ao HIV. Esta se d4,
inicialmente pela afinidade da glicoproteina do envelope viral (Env) ao DC4 na superficie
celular. Em seguida, ocorre a fusdo do virus & membrana celular, mediada pelo co-receptor
CCR5, expresso na membrana celular. A partir dai, é desencadeada mobilizacdo de célcio
do meio intracelular, resultando em sinalizacdo para a producdo de mais receptores
(RONG LIU, 1996). O polimorfismo CCR5-432 (rs333) é definido pela delecdo de 32
pares de bases dentro da regido que codifica CCR5. A extensdo corresponde aos
nucleotideos 794 a 825 em uma regido correspondente da segunda alga externa do receptor,
como mostra a figura 5. A falta da regido descrita introduz um cédon de parada prematura
levando a producdo de receptor inativo (ZAMBRA, 2013). Estudado inicialmente como
co-receptor do virus HIV, tem sido observada associacdo com doencas inflamatorias e
neoplasias. Seu uso terapéutico potencial como cura de AIDS foi postulado apos realizacao
de transplante de paciente com AIDS no qual o doador apresentava o gene CCR5432 em
homozigose. Diante da restricdo do acesso do virus a células ndo infectadas, a contagem de
copias virais tornou-se indetectavel, caso que ficou conhecido como “o paciente de Berlin”
(MITSUYASU, 2014). Na cura do cancer tem sido discutida a participacdo de CCR5. A
expressdo de CCR5 em linfocitos TCD4" induz a expressdo de moléculas CD40, CD8O0 e
CD86, influenciando na maturacdo das células apresentadoras de antigenos. A ocorréncia
estimula a expressdo de CCR5 em linfocitos TCD8" . As células TCD8" podem ento,
exercer sua atividade citotoxica em células cancerosas, ao sair dos linfonodos
(GONZALEZ-MARTIN, 2011).
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Figura 5. Esquema comparativo da proteina CCR5 completa (a esquerda) e alterada pela delecdo de 32 pares

de bases constituindo o receptor CCR5-A32 (a direita).

Adaptado de McNichol et al. (1997).

No individuo com o gene polimérfico CCR5-432, o alelo mutante truncado néo e
expresso na superficie celular, ficando retido no reticulo endoplasmaético (RE). A formacao
de complexos multiméricos entre CCR5+CCR5-A32, que também permanecem retidos,
implica na reducdo de expressdo de CCR5 wt (do inglés wild type, selvagem) na superficie
celular em heterozigotos (wt/432). Como exemplo da resposta ao receptor ndo funcionante,
observou-se a protecdo conferida a infeccdo pelo HIV dada pela impossibilidade de acesso
do virus ao interior da célula (BENKIRANE et al., 1997).

Conforme relatado em literatura, ocorre moderado desequilibrio de ligacdo entre
os polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432 (MACHUCA et al., 2014). Sabendo-se que
estdo situados no mesmo cromossomo, o desequilibrio em questdo pode estar associado a
caracteristica da composicdo de ancestralidade da populagéo estudada.

Considerando a estimativa de aumento da expectativa de vida em todo o mundo e
0 recente enfoque dado a medicina personalizada, 0s avan¢os no conhecimento dos
aspectos moleculares do CaP sdo essenciais. A inclusdo de novas ferramentas que
permitam otimizar a avaliacdo do risco potencial aos quais os individuos estdo expostos
demonstra ser determinante na busca, ndo apenas de quantidade, mas também de qualidade
de vida. Para tanto, diante das evidéncias descritas acima, julgamos pertinente avaliar a

associacdo dos polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432 com o cancer de prostata.
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3.JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O aumento do conhecimento sobre os mecanismos moleculares relacionados ao
desenvolvimento do cancer trouxe junto um significativo avanco na avaliacdo de riscos
individuais. Neste contexto, a medicina personalizada ¢ um modelo de pratica em que a
avaliacdo genetica, associada a fatores ambientais sdo usados para estimar 0 risco
individual (JORDE et al., 2010). A utilizacdo desta ferramenta esta ligada tanto ao risco,
quanto a decisdo da terapéutica mais adequada a ser indicada, tornando a terapéutica mais
segura e mais eficaz (RODRIGUES, 2014; COLLINS, 2010).

Em todo o mundo, o CaP chega a ser o segundo em causa de doengas malignas,
apresentando aumento de sua incidéncia em paises desenvolvidos, respondendo por 70%
dos casos novos. No Brasil, o CaP, assim como no restante do mundo, € a principal causa
de doenga maligna na populacdo masculina, com incidéncia, em 2014, de 2.480 casos
novos, o0 que corresponde a 24,6% de todas as neoplasias diagnosticadas em homens. No
Piaui, a taxa estimada foi de 49,49 casos novos por 100.000 homens (INCA, 2014).

O reconhecimento do CaP como uma patologia ligada ao envelhecimento,
juntamente com as estimativas de crescimento demografico desta faixa etéria, torna esta
patologia problema de salude publica prioritéario (IBGE, 2014; WHO, 2012).

3.1. Objetivo Geral
Analisar a associagdo entre os polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432 e a

susceptibilidade e agressividade de pacientes com CaP no Estado do Piaui.

3.1.1. Objetivos Especificos
e Realizar genotipagem 370 amostras, sendo 185 casos de CaP e 185 controles, dos
polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432, para a caracterizacdo da composigéo
genotipica e haplotipica da populagdo em estudo.
e Observar ocorréncia de desequilibrio de ligacdo quanto aos polimorfismos

avaliados.
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Comparar 0s genotipos entre 0os grupos caso e controle buscando associacdo de
CCR2-Val64lle e CCR5-432 com susceptibilidade ao cancer de prostata.

Observar as caracteristicas do grupo caso quanto a idade dos pacientes, PSA,
estadiamento tumoral, escore de Gleason de acordo com os critérios de
classificacdo de risco de D’ Amico e a presenga de metastases.

Testar a associagdo entre os polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432 e os

critérios de alto risco, segundo D’ Amico.
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4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada pela analise de 185 amostras de material de sangue
periférico ou bidpsias de tumor de pacientes com diagndstico de cancer de préstata (grupo
caso), encaminhadas pelo Departamento de Urologia do Hospital S&o Marcos, referéncia

em tratamento oncoldgico no Estado do Piaui, no periodo de 2011 a 2014.

O grupo de controle constituiu-se de 185 amostras de sangue periférico de homens
piauienses sem diagnostico prévio de cancer e historico de cancer na familia. O
pareamento individuos de idade > 60 anos objetivou minimizar a possibilidade de os
individuos do grupo controle terem CaP, ja que este se associa a idade mais avancada. O
periodo de coleta se estendeu de julho de 2014 a julho 2015. As amostras de sangue
periférico foram colhidas em tubos de ensaio contendo EDTA obtidas em laboratorios da
rede privada de Parnaiba e Teresina, sendo levadas em caixas térmicas, para dosagem do
PSA, em laboratérios na cidade de Parnaiba conveniados com o Sistema Unico de Sadde.
Como critério de incluséo, um valor de PSA < 2,5 ng/mL foi adotado, para assegurar que o

individuo do grupo controle tivesse menor risco de desenvolver cancer de prostata.

O projeto teve seu protocolo aprovado, conforme a resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude, gque trata das normas para pesquisa envolvendo seres humanos, pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui. Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido dos participantes do estudo.

As amostras dos grupos caso e controle foram encaminhadas ao Laborat6rio de
Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis

Velloso, para obtencdo do material genético.

4.1.Extracao, quantificacdo e armazenamento do DNA

As amostras de sangue periférico foram submetidas a extracdo do DNA com o kit
Wizard ® Genomic DNA Purification (Promega Inc., USA), conforme as especifica¢des
do fabricante. Os seguintes passos foram seguidos: 300 pL de sangue total foram
adicionados a 900 pL de solugdo de lise celular e a mistura incubada por 10 minutos com
movimentos de inversdao constantes; em seguida, o sobrenadante foi descartado, e as

amostras foram levadas ao vortex evitando a formagdo de grumos nas etapas subsequentes.
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Adicionou-se, entdo, mistura contendo 300 puL de solugdo de lise nuclear ¢ 100 pL de
solucdo de precipitagdo de proteinas; o material foi novamente centrifugado, transferindo-
se o sobrenadante para outro tubo contendo 300 uL de isopropanol, que passou por nova
centrifugacdo, seguida pelo descarte do sobrenadante e pela adicdo de etanol 70%;
procedeu-se mais uma centrifugacdo, descartando-se o sobrenadante. Obteve-se, entdo,
amostra de DNA, observada na forma de uma massa branca (pellet) no fundo do tubo. Esta
foi incubada com 100 pLL de uma solugdo de reidratagdo em banho-maria por 1 hora a 65°C
com o objetivo de que o0 DNA fosse eluido.

No procedimento de extracdo do DNA das amostras de tecido prostatico, foram
retirados, aproximadamente 20 mg da amostra. Os fragmentos foram mecanicamente
homogeneizados (homogeneizador manual, modelo D-130, Wiggenhause SDN BHD) em
solucdo de lise nuclear (Wizard® Genomic Kit, Promega Inc., USA) e em seguida,
incubados com 20 mg/mL de proteinase K a 65°C por 12 horas ou até que estivesse
completamente digerido. Em seguida, a proteinase K foi inativada a 95°C por 15 minutos e
0 produto total foi usado para a extracdo do DNA de forma semelhante ao procedimento de
extracdo de DNA a partir de sangue periférico.

A pureza e concentragdo do DNA foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, corado com GelRedTM (Biotium, Hayward, CA, USA), e em
espectrofotdmetro (Biospec-nano, Shimadzu, Japan), por meio do comprimento de onda de
260 e 280 nm. Uma vez confirmada a qualidade das amostras, as mesmas sdo armazenadas
em freezer (-20°C) no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Universidade

Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Veloso.

4.2.Amplificacao e analise das regides polimorficas
4.2.1.Analise do polimorfismo CCR2-Val64lle

A regido do polimorfismo CCR2-Val64lle foi amplificada com os primers forward
5-TTG GTT TTG TGG GCA ACA TGA TGG-3’ e reverse 5’-CAT TGC ATT CCC
AAA GAC CCA CTC-3’, resultando em um produto de 173 pb. As amostras de DNA
foram amplificadas em uma reagdo com volume final de 15 puL contendo 8,2 pL de H20,
3,0 uL de DNTP (0,2mM), 1,5 pL de Tampdao (KCI 500 mM, Tris-HCI 100 mM/ pH 8,5),
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0,4 pL de MgCl; (1,3 mM), 0,5 pL (0,4uM) de cada primer, 0,3 pL de Taq Polimerase
(1,5U) e 0,6 uLde DNA, de acordo com protocolo. A reacdo em cadeia de polimerase,
PCR foi realizada em termociclador (Biometra, Professional Thermocycler) de acordo com

as etapas listadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Programa de amplificacdo do polimorfismo CCR2-Val64lle

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 95° C 5 min. 1x
Desnaturagéo 95° C 45 seg.

Anelamento 58° C 45 segq. 35X
Extenséo 72°C 45 segq.
Extensdo final 72°C 7 min. 1x

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (GE
Healthcare) para confirmar a presenca dos fragmentos de DNA em estudo. A eletroforese
foi realizada em cuba horizontal com corrente de 110 V por 30 minutos e os fragmentos
amplificados foram visualizados em transiluminador (Loccus Biotecnologia) com fonte de
luz ultravioleta. Apds a visualizacdo, os produtos amplificados foram submetidos ao
procedimento de RFLP, incubados na presenca da enzima BsaBl (New England BioLabs),

de acordo com as condicdes listadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Condicdes para a digestdo enzimética dos produtos de PCR da regido do polimorfismo CCR2-
Val64lle

Reagente Quantidade
Agua 3,3 L
Tampéo (O) 1,5puL
Enzima (BsaBl) 0,2 uL(2V)
PCR 10,0 pL
Total 15 L

Temperatura e tempo de incubacdo 65° C por 16 horas
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Apos a digestdo, os produtos da foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 10%, para a distincdo dos trés gendtipos possiveis, Val/Val (173 pb),
Val/lle (173, 149 e 24 pb) e lle/lle (149 e 24 pb). A eletroforese foi feita com uma corrente
de 110V e a visualizacdo dos fragmentos foi realizada por meio de coloracdo com nitrato
de prata (Figura 6).

Figura 6 — Fotografia dos produtos da analise dos padrdes de banda dos trés gendtipos obtidos para o

polimorfismo CCR2-Val64lle em gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata.
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L: Ladder (marcador de peso molecular de 50 pb); linhas 1, 2, 4, 5, 8 e 9: Val/Val (homozigotos selvagens);
linhas 3 e 6: Val/lle (heterozigotos); linha 7: lle/lle (homozigoto mutante).

4.2.2.Andlise do Polimorfismo CCR5-A32

A regido do gene CCR5, onde esta presente o polimorfismo CCR5-A32, foi
amplificada exponencialmente por PCR com os primers foward 5> — GTC TGA TCACTT
GGG TGG TG — 3’ e reverse 5° — AGC AGA TGA CCA TGA CAA GC - 3’ que se
anelam as regides flanqueadoras do polimorfismo gerando um produto de 195 ou 163 pb
(delecéo de 32 pb).

As amostras de DNA foram amplificadas em uma reagdo com volume final de 15
pL contendo 8,6 pL de H20, 3,0 pL de DNTP (0,2mM), 1,5 puL de Tampéo (KCI 500 mM,
Tris-HCI 100 mM/ pH 8,5), 0,3 uL de MgCl;, (1,0 mM), 0,5 pL (0,4uM) de cada primer,
0,3 pL de Taq Polimerase (1,5U) e 0,3 pLde DNA, de acordo com protocolo.
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Tabela 3. Programa de amplifica¢do do polimorfismo CCR5-A32

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 5 min. 1x
Desnaturacéo 95° C 45 seg.

Anelamento 57°C 45 seq. 35X
Extenséo 72°C 45 seg.
Extensdo final 72°C 7 min. 1x

O produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose, conforme
descrito para CCR2-Val64lle. Os padrbes de banda esperados dos fragmentos para cada
genotipo sdo 195 pb/195 pb nos individuos homozigotos selvagens (wt/wt), 195 pb/163 pb
nos heterozigotos para o polimorfismo (Wt/A32) e 163 pb/163 pb nos homozigotos para o
polimorfismo (A32/A32) (Figura 7).

Figura 7. Fotografia dos produtos da analise dos padrdes de banda dos dois gendtipos obtidos para o

polimorfismo CCR5-A32 em gel de agarose visto por transiluminador.

Ladder (-

Ladder, (marcador de peso molecular de 50 pb); C°, controle negativo; C*, controle positivo. Linhas 1, 2, 3 e
5 wt/wt (homozigoto selvagem com apenas uma banda visivel-195pb); linha 4 wt/432 (heterozigoto com a
visualizacdo de duas bandas -195 pb e 163 pb).

4.3.Analise Estatistica
As amostras dos grupos caso e controle foram testadas quando ao seu equilibrio

pela lei de Hardy-Weinberg utilizando o teste do qui-quadrado.

O célculo do desequilibrio de ligacdo foi realizado utilizando-se o programa

Haploview®.
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A associacdo entre CaP e presenca dos alelos polimdrficos, foi verificada
dispondo-se os dados em tabela de contingéncia 2x2, calculando-se Odds Ratio. Para isto

utilizou-se o programa BioEstat 5.0.

Para todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 0,05.
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5. RESULTADOS

As caracteristicas clinicas mostraram que a idade média do grupo caso foi 66,78
anos +8,48 e o grupo controle apresentou média de 68,48 +6,69. Entre os individuos do
grupo caso 85 (55,55%) tiveram PSA < 20 e 68 (44,44%) tiveram PSA > 20, considerado
alto risco para metastase segundo D’Amico. Todos os individuos do grupo controle

tiveram PSA < 2,5 ng/mL, conforme o critério de selecdo adotado.

O grupo caso apresentou informacéo disponivel quanto ao estadiamento TNM em
178 pacientes, sendo que 48 individuos apresentaram TNM < 2Tc (26,9%) e 130 > 2Tc
(73,03%). A avaliacdo histopatologica de Gleason foi disponivel para 180 pacientes, sendo
que destes, 119 (66,1%) se encontravam em nivel < 7 e 61 (33,99%) tiveram escore de
Gleason > 8, considerado alto risco para metastase segundo D’Amico. Considerando 0s
grupos de risco intermediario e alto risco juntos (Gleason > 7), obtivemos que 154
(85,55%) encontravam-se nesta situacdo, denotando maior agressividade. A estratificacdo
de risco de D’ Amico foi realizada conforme os dados disponiveis (PSA, TNM e Gleason),
sendo possivel a classificacdo de 156 dos 185 casos (84,3%). Os pacientes em alto risco
compunham a maioria, com 138 casos (88,46%), seguido dos de risco intermediério com
11 (7,05%), e dos de baixo risco 7 (4,5%). Dos 185 individuos do grupo caso, 178 (96,2%)
tiveram registro de estadiamento TNM. Dos 178 pacientes com registro de estadiamento,
17 (9,55%) apresentavam metastases e 161 (90,44%) ndo apresentavam metastase (Tabela
4).
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas, laboratoriais e histopatolégicas dos participantes do estudo.

Variavel Casos, n =185 Controles, n = 185

Idade (anos) 66,78 + 8,48 68,48 + 6,69
PSA (ng/mL) (casos, n = 153)

<20 9,90 + 4,69 (55,6%) 1,09 + 0,61 (100%)

>20 100,48 + 162,96 (44,4%) 0,0%
TNM (n = 178)

<T2c 48 (26,9%) NA

>T2c 130 (73,03%) NA
Gleason (n = 180)

<7 119 (66,1%) NA

>8 61 (33,99%) NA
Metéstase (n = 178)

MO + Mx 161 (90,44%) NA

M1 17 (9,55%) NA
Escore D’Amico (n = 156)

Baixo risco 7 (4,5%) NA

Risco intermediério 11 (7,05%) NA

Alto risco 138 (88,46%) NA

PSA: Antigeno prostatico especifico; TNM: estadiamento tumoral segundo a avaliagdo de tumor, nédulo e
metastase. NA= ndo se aplica.

A eletroforese em gel de poliacrilamida, dos produtos de PCR para CCR2 resultou
na distingdo dos trés genotipos possiveis, Val/Val (173 pb), Val/lle (173, 149 e 24 pb) e
lle/lle (149 e 24 pb) (Figura 6).

Os resultados de corrida eletroforética foram observados em gel de agarose
apresentando, para CCR5-432, dois padrdes distintos de separacdo em bandas: homozigoto
selvagem (wt/wt) e heterozigoto (wt/432) (Figura 7).

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado, tendo sido verificado que e os genes
estudados encontram-se em equilibrio p>0,05. O célculo do desequilibrio de ligagdo foi
realizado utilizando-se o programa Haploview®, tendo sido observado desequilibrio
moderado para a segregacdo de CCR2-64lle e CCR5-432 (D’=0,559; r2=0,001). O achado

corrobora com os dados de literatura segundo os quais h& desequilibrio de ligagdo entre os
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dois genes em estudo (MACHUCA et al.,, 2013). A baixa frequéncia de CCR5-432
justificou a ndo utilizacdo de analises haplotipicas subsequentes.

Os grupos de casos e controles foram distribuidos conforme a frequéncia
genotipica e alélica dos polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432. As frequéncias
genotipicas e alélicas ndo diferiram entre os grupos caso e controle. No grupo caso, a
frequéncia genotipica de Val/Val foi 71,5%, Val/lle foi 26,3% e lle/lle foi 1,6%. No grupo
controle, as frequéncias genotipicas Val/Val foi 68,8%, Val/lle foi 28,45 e lle/lle foi 2,1%.
N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos caso e controle quanto
as frequéncias genotipicas (p=0,802). A frequéncia do alelo lle no grupo caso foi 14,85% e
no grupo controle 16,41%, sem diferenca estatisticamente significativa (p=0,544). No
grupo caso, as frequéncias genotipicas de w#/432 e wt/wt foram de 3,24 e 96,76%
respectivamente. No grupo controle a frequéncia genotipicas de wt/wt e wt/432 foram
92,97 e 7,56% respectivamente. A frequéncia do alelo CCR5-432 no grupo de casos e
controles foi 1,9% e 3,8% respectivamente. Nao houve diferenca significante

estatisticamente entre os grupos caso e controle (p=0,121) (Tabela 5).

Para efeito de calculos estatisticos, em virtude das baixas frequéncias alélicas
encontradas, os dados foram separados em duas categorias: auséncia de alelo polimérfico
versus presenca de alelo polimdrfico em modelo dominante (Val/Val vs. Val/lle + lle/lle
para CCR2-Val64lle e wt/wt vs. wt/432 para CCR5-432).

O polimorfismo CCR2-Val64lle, ndo apresentou associacdo estatisticamente
significativa sobre a ocorréncia do CaP quando comparado ao genotipo de referéncia
Val/Val (OR=0,89; 95% 1C=0,56-1,41; p=0,70 para o gendtipo Val/lle; OR=1,39; 95%
IC=0,28-5,83; p=0,95 para o gendtipo lle/lle). Os genotipos Val/lle + lle/lle foram
combinados, ndo apresentando associacdo estatisticamente significativa em relacdo a
ocorréncia de CaP (OR=1,14; 95% IC 0,73-1,78; p=0,63). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa quanto a ocorréncia de CaP em funcdo da presenca do
polimorfismo CCR5-432 (OR=0,48; 95% 1C=0,19-1,22; p=0,18) (Tabela 5).
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Variavel Casos, n (%)  Controles, n (%) p OR (95% IC) p
CCR2-Val64lle
Val/Val 133 (71,5) 128 (68,8) Ref.
Val/lle 49 (26,3) 53 (28,45) 0,89 (0,56-1,41) 0,70
lle/lle 3(1,6) 4(2,1) 0,802 1,30 (0,28-5,83) 0,95
Val/lle + lle/lle 52 (28,1) 57 (30,8) 1,14 (0,73-1,78) 0,63
0,98 (0,97-1,07)
Ajuste para idade 0.37
Alelos
Val 315 (85,13) 309 (83,5) Ref.
lle 55 (14,86) 61 (16,41) 0,544 1,13 (0,76-1,68) 0,61
CCR5-432
wi/wt 179 (96,76) 172 (92,97)
wi/A32 7(3,24) 14(7,56) 0,18 0,48 (0,19-1,22) 0,18
1,08 (0,89-1,00) 0,03
Ajuste para idade
Alelos
wit 365 (98,1%) 358 (96,2%)
A32 7 (1,9%) 14 (3,8%) 0,121 2,04 (0,81-5,11) 0,18

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; modelo dominante (homozigoto selvagem vs. homozigoto

polimoérfico + heterozigoto); Val/Val: homozigoto selvagem, Val/lle: heterozigoto, lle/lle: homozigoto

polimdrfico; wt/wt: homozigoto selvagem; wt/A32 heterozigoto.

N&o houve associacdo de risco do alelo CCR2-64lle com os critérios de alto risco
segundo D’Amico (OR=1,45; 95% I1C=0,69-3,02; p=0,40 para PSA > 20, OR=0,59; 95%
1C=0,26-1,36; p=0,29 para TNM com tumor > 2Tc e OR=1,21; 95% I1C=0,61-2,43; p=0,71

para escore de Gleason). N&o se verificou diferenca estatisticamente significativa entre 0s

grupos com alelos selvagens e o grupo portador do polimorfismo ao se comparar

individuos portadores de metéstases com individuos sem metéastases (OR=3,09; 95%

IC=0,68-14,05; p=0,21) (Tabela 6).
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Tabela 6. Caracterizagdo dos casos de CaP conforme os critérios de estratificagdo de risco de D’Amico e

presenca de metastase nos grupos com e sem a presenca do polimorfismo CCR2-Val64lle

CCR2-Val64lle
Variaveis Val/Val Val/lle + lle/lle p OR (95% IC) p
n (%) n (%)

PSA (ng/mL) (n = 153)

<20 61 (69,1) 26 (30,9)

>20 51 (77,27) 15 (22,73) 0,322 1,45 (069-3,02) 0,40
TNM (n = 178) 129 49

<T2c 39 (81,25) 9 (18,75)

>T2c 90 (69,2) 40 (30,8) 0,111 0,59 (0,26-1,36) 0,29
Gleason (n = 180)

<7 83 (70,33) 35 (29,66)

>8 46 (74,19) 16 (25,8) 0,580  1,21(0,61-2,43) 0,71
Metéastase (n = 178)

MO + Mx 114 (70,8) 47 (29,2)

M1 15 (88,3) 2 (11,7) 0,115 3,09 (0,68-14,05) 0,21

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; Val/Val: homozigoto selvagem, Val/lle: heterozigoto, lle/lle:
homozigoto polimérfico. As diferengas entre os grupos foram testadas por meio do qui-quadrado ou teste

Exato de Fisher, conforme adequacdo dos dados e expresso na coluna p.

A presenca do polimorfismo CCR5-432 n&o implicou em diferenca estatisticamente
significativa quanto aos critérios de estratificacdo de risco segundo D’Amico (OR=1,01;
95% 1C=0,22-4,68; p=0,7 para PSA e OR=3,21; 95% 1C=0,39-27,32; p=0,47 para escore
de Gleason). Para os critérios TNM e metastase ndo foi possivel realizar a verificacdo de
OR, uma vez que ndo houve registros do polimorfismo no grupo <2Tc e presenca de
metastase (Tabela 7). Os grupos homozigotos selvagens e heterozigotos ndo apresentaram
diferenga significante estatisticamente (p=0,104). Néao foi possivel realizar o teste para as
caracteristicas TNM e metastases em virtude da auséncia de individuos heterozigotos nas

duas situacoes.
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Tabela 7. Caracterizagdo dos casos de CaP conforme os critérios de estratificagdo de risco de D’Amico e

presenca de metastase nos grupos homozigotos selvagens e heterozigotos para CCR5-432.

CCR5-432
Variaveis wt/wt wt/A32 p OR (95% IC) p
n (%) n (%)
PSA (ng/mL) (n = 153)
<20 83 (95,4) 4 (4,6)
>20 63 (95,7) 3(43) 0,650 1,01 (0,22-4,68) 0,70
TNM (n = 178)
<T2c 48 (100) 0
>T2¢ 122 (94,6) 7(5,4) 0,104 - -
Gleason (n = 180)
<7 112 (94,9) 6 (5,1)
>8 60 (98,3) 1(1,7) 0,244 3,21 (0,39-27,32) 0,47
Metéastase (n = 178)
MO + Mx 154 (95,7) 7(43)
M1 17 (100) 0 0,489 - -

wt/wt: homozigoto selvagem; wt/432: heterozigoto; OR: odds ratio. IC: intervalo de confianca. As diferencgas
entre 0s grupos foram testadas por meio do qui-quadrado ou teste Exato de Fisher, conforme adequacdo dos

dados e expresso na coluna p.
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6. DISCUSSAO

O entendimento do cancer, bem como os aspectos que influenciam seu desfecho,
sdo de interesse mundial. O cancer de maior incidéncia entre os homens no Brasil,
excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma, é o CaP, cuja mortalidade em numeros totais
vem aumentando principalmente em paises desenvolvidos (INCA, 2014). A resposta
inflamatdria mostrou ser parte crucial na evolugdo do cancer e seu estudo tem ajudado no
esclarecimento dos mecanismos que medeiam a resposta aos tratamentos disponiveis e no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Aumento de expressdo de quimiocinas
e seus receptores estdo implicados no trafico de células de resposta imune para a lesdo
cancerosa. O papel dos receptores de quimiocinas tem sido evidenciado em fases como
proliferacdo tumoral, fuga aos mecanismos de morte celular, angiogénese e invasividade.
Entre os receptores de quimiocinas implicados nesses fendbmenos encontram-se 0 CCR2 e
0 CCR5 (ALLAVENA, 2011).

No presente estudo caso-controle, investigamos a associacao dos polimorfismos
CCR2-Val64lle e CCR5-432 com a susceptibilidade e a agressividade do CaP em uma
populacdo do Nordeste do Brasil. Nossos resultados demonstraram, para 0 grupo caso,
(n=185), uma frequéncia de 14,85%% do alelo CCR2-64lle e de 1,9%% do alelo CCR5-
432; enquanto que no grupo controle, (n=185), a frequéncia de CCR2-64lle foi 16,41% e a
de CCR5-432 foi 3,8%.

A distribuicdo de CCR2-64lle foi observada na populacdo geral brasileira,
apresentando-se conforme descrito a seguir: regido Norte, 12,4% (n=112), Nordeste
13,9%, (n=223), Sudeste 11% (n=82) e Sul 14%, (n=118). As frequéncias de CCR5-432 na
populacdo geral também foram relatadas, encontrando-se distribuidas da seguinte forma:
Norte 2,2%, (n=139), Nordeste 1,8%, (n=223), Sudeste 5,5%, (n=82), no Sul 5,1% (n=118)
(CAVALHAES et al., 2005; RIGATO et al., 2008; ZAMBRA et al., 2013; FERREIRA-
FERNANDES et al., 2015).

O Brasil apresenta composicdo etnica propria em cada regido, dado a extensdo
territorial e a historia de colonizacgdo. Este aspecto &€ exemplificado pela heterogeneidade
das prevaléncias dos polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432. Estudo realizado na
populacdo do Piaui evidenciou, com base em informagdo de frequéncia genotipica de

marcadores informativos de ancestralidade, que as contribuicGes de populagdes parentais
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foram 60% provenientes de europeus, 21,5% de africanos e 18,5% de nativos americanos
(LOPES et al., 2014). A sobreposicdo de etnias no Brasil € intensa, fato resultado de
séculos de intensa miscigenacdo (PARRA et al., 2002). Tal aspecto pode explicar a
distribuicdo das prevaléncias observadas nos estudos acima. Assim, populacGes que
tiveram contribuicdo de ancestralidade mais influenciada por grupos com mais alta
prevaléncia de determinados polimorfismos, tendem a apresentar frequéncias aproximadas
as da populacdo originaria. Este fato foi observado no Sul do Brasil com CCR5-432, em
uma populacdo com 83,5% de eurodescendentes (ZAMBRA et al., 2013).

Estudos de frequéncias alélicas de CCR2-641le em torno do mundo encontraram,
na populacdo geral, variacGes indo desde 9,8% na Europa (Espanha, n=500), passando a
17,5% no Oriente Médio (Jordania, n=540), Africa, com 18,7% (Camardes, n=179),
alcancando 23% na Asia (China, n=388) e América do Sul, com 23,1% (Colémbia,
n=112). Nos mesmos trabalhos, a frequéncia do alelo menor CCR5-432 apresentou
distribuicio mais restrita, estando virtualmente ausente na Africa (0%), Asia (0,001%) e
Oriente Médio (0,534%), atingindo frequéncias maiores na América do Sul (2,23%) e na
Europa (9,4%) (SOTO-SANCHEZ, et al., 2010; KHABOUR et al., 2013; NKENFOU, et
al., 2013; ZAPATA et al., 2013; LI, et al., 2014).

Nossa amostra ndo evidenciou associacdo entre a susceptibilidade ao CaP e a
presenca do alelo CCR2-64lle, quando o genoétipo de referéncia Val/Val foi comparado
com os gendtipos Val/lle + lle/lle combinados (OR=1,14; 95% 1C=0,73-1,7; p=0,63). Da
mesma forma, a presenca de alelo CCR5-432 ndo foi associado ao CaP (OR=0,48; 95%
1C=0,19-1,22; p=0,18).

Ao nosso conhecimento, apenas quatro estudos consideraram especificamente a
associacdo dos polimorfismos CCR2-Val64lle e CCR5-432 com a susceptibilidade ao CaP
e, mesmo assim, com resultados contraditérios. Kucukgergin et al. (2012), em uma
amostra de individuos na Turquia (n=308; casos=156, controles=152), observaram
aumento da incidéncia de CaP em individuos portadores do alelo CCR2-64lle (OR=1,34;
95% 1C=1,03-1,75; p=0,028). Petersen et al. (2008), em estudo realizado em pacientes
australianos eurodescendentes (n=1.553; casos=815, controles=738) ndo demonstraram
associacdo do polimorfismo CCR2-Val64lle (OR=1,02; 95% CI1=0,79-1,32; p=0,86) com a
ocorréncia do CaP. A exclusdo de casos de diagnostico tardio (>70 anos) e pouco

diferenciados (Gleason <5), deixa claro o direcionamento do estudo para CaP avancado.
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Em uma amostra de homens no Sul do Brasil (n=255; casos=136, controles=119), Zambra
et al. (2013) falharam em demonstrar a associacdo da presenga de pelo menos um alelo
CCR2-64lle com a ocorréncia de CaP (OR = 0,786; 95% 1C=0,422-1,464; p=0,448). No
entanto, 0os mesmos autores relataram uma associacdo estatisticamente significativa da
presenca do alelo CCR2-64lle com a protegéo ao CaP, quando o grupo caso foi comparado
a individuos com hipertrofia prostatica benigna (OR=0,550; 95% 1C=0,311-0,975;
p=0,041). Mais recentemente, Mandal et al. (2015), em estudo realizado na india (n=445;
cas0s=195, controles=250), ndo encontraram associa¢do do polimorfismo CCR2-Val64lle
com a ocorréncia de CaP (OR=0,89; 95% 1C=0,60-1,30; p=0,554). Pelo exposto, nossos
resultados corroboram com os de Petersen et al. (2008), Zambra et al. (2013) e Mandal et
al. (2015).

Os estudos de Petersen et al. (2008) ndo encontraram associacdo entre CCR5-432
e susceptibilidade ao CaP (OR=1,00; 95% 1C=0,80-1,25; p=0,98). O mesmo estudo
detectou aumento da susceptibilidade com o aumento do nimero de parentes de primeiro
grau acometidos por CaP, para dois ou mais parentes de primeiro grau afetados (OR=2,3;
95% 1C=1,13-4,68; p=0,04). Esta observacdo induz a suspeita de que outros fatores
existentes dentro de um grupo familiar podem incrementar a associac¢do entre CCR5-432 e
CaP. O mesmo trabalho relatou que, a despeito da amostra numericamente superior, ndo
poderia excluir associacdo moderada entre CCR5-432 e CaP. Zambra et al. (2013) ndo
observaram associacdo entre CCR5-432 e CaP (OR=1,142; 95% 1C=0,476-2,739;
p=0,767). Por outro lado, Kucukgergin et al. (2012) apresentaram resultados que
associaram o alelo CCR5-432 a susceptibilidade ao CaP (OR=3,26; 95% 1C=1,05-10,1;
p=0,030), porém ndo a agressividade (p>0,05). Um aspecto que chama aten¢do nos estudos
citados € o fato de que foram realizados em amostras com caracteristica de agressividade
diferenciada da nossa amostra. Para as amostras de Kucukgergin et al. (2012) e Zambra et
al. (2013), houve predominio de escore de Gleason < 7 (p<0,05), enquanto Petersen et al.
(2008), a amostra apresentava, como ja mencionado, individuos com CaP mais avangado.
Recente meta-anélise conduzida com 16 estudos em amostras de populacdo de europeus,
turcos, indianos e sul-americanos falhou em revelar associacdo entre o polimorfismo
CCR5-432 e susceptibilidade ao CaP (OR=1,8; 95% 1C=0,91-3,46; p=0,091) (LEE e
SONG, 2014).

Duas isoformas de CCR2 podem ser produzidas por splicing alternativo: as
isoformas CCR2A e CCR2B. Nakayama et al. (2004), observaram que o alelo CCR2-64lle
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promove aumento da expressdo da isoforma CCR2A, que fica retida no complexo de
Golgi, expressando-se pouco em superficie celular, em comparagdo com CCR2B.
Observaram, ainda, que CCR2A produzido por CCR2-64lle apresenta meia-vida
prolongada em comparacdo a mesma proteina produzida por CCR2-64Val. O fato ocorre
devido a maior velocidade de degradacdo da CCR2A produzida por CCR2-64Val. Estes
autores também verificaram que CCR2A, acumulada no citoplasma forma heterodimeros
com CCRY5, inibindo o eixo CCL5/CCR5. CCR2A proveniente de CCR2-64lle interferiu
mais severamente com a expressdo de CCR5 que a isoforma CCR2 produzida pelo alelo
selvagem. Ressalte-se que a acdo de CCR2A, quando expresso em superficie, é equivalente
a de CCR2B. Banin-Hirata et al. (2014) relataram associa¢do do polimorfismo CCR2-
Val64lle e cancer de mama HER2" e propuseram que 0 pior prognostico desse grupo seria
devido aos achados descritos por aqueles autores. O mecanismo de acdo de CCR2-64lle,
portanto, pode estar fundamentado na prevencédo da acdo de CCRS.

Com relacdo a agressividade, Kucukgergin et al. (2012) relataram que a presenca
de pelo menos um alelo polimérfico CCR2-641le esta associado a estadiamento T elevado
(OR=1,56; 95% IC=1,02-2,38; p=0,039) e a chance de desenvolver metastase (OR=1,74;
95% 1C=1,08-2,80; p=0,022), quando comparados a individuos homozigotos selvagens.
Por outro lado, Mandal et al. (2015), ndo observaram associacdo entre caracteristicas
histopatoldgicas por escore de Gleason (OR=0,84; 95% 1C=0,39-1,78; p=0,655), nem
presenca de metastases (OR=1,27; 95% 1C=0,69-2,36; p=0,432), com o polimorfismo
CCR2-Val64lle. Da mesma forma, no Sul do Brasil, Zambra et al. (2013) falharam ao
demonstrar associacdo do polimorfismo CCR2-Val64lle com o escore de Gleason
(OR=0,877; 95% 1C=0,355-2,165; p=0,822) e com estadiamento T (OR=1,450; 95%
IC=0,592-3,552; p=0,492). Nossos resultados corroboram com os estudos de Mandal et al.
(2014) e Zambra et al. (2013), uma vez que nao encontramos associacdo entre o alelo
CCR2-64lle e a agressividade do CaP [PSA>20 (OR=1,45; 95% 1C=0,69-3,02; p=0,4), T
(OR=0,59; 95% 1C=0,26-1,36; p=0,29), Gleason (OR=1,21; 95% 1C=0,61-2,43; p=0,4)].

Lanca et al. (2015) estudaram a participacdo do eixo CCL2/CCR2 na atracdo de
linfocitos Tyd. Este subgrupo de linfocitos é implicado em morte de células tumorais,
funcionando como forma de controle do céncer. Tumores mais avangados apresentam
reducdo da expressao de CCL2, prevenindo a morte das células cancerosas. Anteriormente,
Lu et al. (2007) ja haviam demonstrado o aumento de expressdo de CCR2 correlacionando-
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se com a progressao do CaP tanto em escore de Gleason quanto no estadiamento T. A
menor expressdo de CCR2A, proveniente de CCR2-64lle, pode reduzir atracdo de
linfécitos Tyd em tumores primarios, aumentando, desta forma, a predisposicdo ao CaP
(KUCUKGERGIN et al., 2012). Paralelamente, a reducdo da resposta a CCL2 tumor
primario, implicaria em diminuicdo do efeito quimioatrativo para macrofagos. Estes
ultimos apresentam importante papel pro-tumoral via inducdo de trafico de células T sem
efeito citotdxico (ALLAVENA et al., 2011). O efeito final dependeria do balanco entre o
afluxo de linfocitos Tys (menor pela menor expressdo de CCR2A) e a atracdo de
macrdfagos T sem efeito citotoxico. Uma vez instalado o CaP, com aumento da expressao
de CCR2 as vias moleculares que estabelecem a agressividade podem ocorrer
independentemente do eixo CCL2/CCR2. Sendo assim, o polimorfismo CCR2-Val64lle
ndo teria influéncia sobre CaP avancado, a despeito de sua expressao aumentada em fase
tardia. Este mecanismo pode explicar por que individuos em fase adiantada do CaP, como
ocorreu na nossa amostra, ndo apresentam associa¢do com os polimorfismos em estudo.

A caracterizacdo das células imunes atraidas para o CaP mediante a ocorréncia de
CCR5A32 foi estudada por Magnani et al. (2012). Considerandos que linfocitos TCD8"
apresentam efeito citotdxico, os pesquisadores observaram a relacdo entre linfécitos
TCD4'/TCD8" ap6s a administracio de carboximetil-glucan. Foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa na relacdo entre estes linfocitos. Neste estudo, a relacdo
aumentou ap6s o tratamento em pacientes portadores de CCR5-432. Desta forma,
concluiu-se que a presenca do receptor na superficie celular, é importante para que a
resposta citotoxica seja melhorada com o uso da substancia. O estudo foi conduzido com
pacientes com CaP avancado. Como o polimorfismo leva a supressdo da resposta imune,
os individuos carreadores de CCR5-432 seriam menos afetados pelo efeito do farmaco
testado. O desejavel, no caso, € aumento de linfocitos TCD8", portanto, a relacio
TCD4"/TCD8" deve ser diminuida e o que se observou foi um aumento de 1,98 para 2,21
nos pacientes portadores de CCR5-432. Ja nos individuos homozigotos portadores do
genotipo selvagem, a relagdo baixou de 1,7 para 1,55.

Nossa amostra foi composta por individuos com estadiamento T e escore Gleason
avangados (73,03% T>2Tc e 85,55% Gleason>7). CaP de maior agressividade pode ter
influenciado na diferenca observada entre os nossos resultados e os do estudo realizado por
Kucukgergin et al. (2012) (escore de Gleason >7; p<0,05). Ao contrario, nossos resultados

foram semelhantes aos encontrados no estudo realizado no Sul do Brasil, porém, a amostra
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analisada por Zambra et al. (2013) foi composta de individuos de ascendéncia europeia em
sua maioria (83,5%), aléem de menor agressividade (escore de Gleason >7; p<0,05).
Apesar de os resultados obtidos terem sido semelhantes aos nossos, chamamos atencéo
para a possibilidade de outros aspectos serem responsaveis pelo achado. Entre estes estdo a
presenca de outros polimorfismos nos genes estudados e, mesmo, elementos ambientais
que diferenciem as duas populagdes.

Considerando o polimorfismo CCR5-432, nosso estudo ndo encontrou associacao
com agressividade no CaP quanto ao PSA (OR=1,01; 95% 1C=0,22-4,68; p=0,7) nem
quanto ao escore de Gleason (OR=3,21; 95% 1C=0,39-27,32; p=0,47). Avaliacdo com
relacdo a presenca de metéstases foi impossibilitada pela auséncia de individuos com o
polimorfismo neste subgrupo. Estudo realizado em populacédo no Sul do Brasil, da mesma
forma, ndo verificou associacdo de CCR5-432 e a agressividade do CaP, para o
estadiameno T (OR=1,372; 95% IC 0,448-4,201; p=0,581) nem para escore de Gleason
(OR=0,433; 95% 1C=0,127-1,470; p =0,253) (ZAMBRA et al., 2012). Nossos resultados
foram compativeis com os de Kucukgergin et al. (2012) e Zambra et al. (2013). Note-se,
ainda, que nenhum paciente portador CCR5-432 apresentou metastase, 0 que pode
significar um efeito preditor de melhor prognéstico em pacientes com CaP avancado. Esta
observacdo carece de confirmacdo em estudos com amostras maiores; no entanto,
recentemente, Banin-Hirata et al. (2015), em estudo com pacientes portadores de cancer de
mama, observaram que todas as pacientes com sobrevida livre de doenca eram carreadoras
de CCR5-432, também sugerindo seu papel como preditor de bom prognostico.

Nossa amostra foi composta de pacientes com estadiamento avancado ao
momento do diagndstico e de composicdo étnica miscigenada. Tais caracteristicas podem
ser 0s motivos das diferencas observadas ao ser comparado com estudos que avaliaram
associacdo com susceptibilidade e agressividade. Também ndo podemos descartar a
ocorréncia de outros polimorfismos de CCR2 e CCR5 que, estando em desequilibrio de
ligagdo com os aqui estudados, venham a influenciar os resultados obtidos. Mandal et al.
(2015) evidenciaram a interagcdo de CCR2-Val64dlle e CCL2 rs3917887 com
susceptibilidade aumentada ao CaP (OR=2,44; 95% 1C=1,41-4,23; p=0,008). Outros
polimorfismos de CCR5 foram estudados em afrodescendentes, nos quais a frequéncia do
alelo CCR5-432 é baixa. Kidd et al. (2012), por exemplo, observaram que o polimorfismo
CCR5 rs1799988 foi associado a maior susceptibilidade ao CaP (OR=1,52; 95% IC=1,02—
2,26; p<0,001) (n=814; casos=279, controles=535).
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Nossos resultados ndo identificaram associagdo entre os polimorfismos CCR2-
Val64lle e CCR5-432 e CaP em uma populacdo no Nordeste do Brasil. Efeito preditor de
melhor progndstico de CCR5-432 podera ser avaliado em amostra com maior nimero de
individuos. Além disto, nossa amostra foi composta de individuos com CaP avancado em
sua maioria, aspecto apenas antes verificado em dois estudos. Mesmo assim, um deles
apresentou numero reduzido de casos e o segundo foi composto de individuos de

ascendéncia predominantemente eurodescendente.
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7. CONCLUSOES

A genotipagem das amostras obtidas nos permitiu observar que, para CCR2, entre
0s casos, houve prevaléncia de individuos com genotipo Val/Val (71,5%), seguido de
Val/lle(26,3%) e de lle/lle (3%). O alelo Val apresentou-se em frequéncia de 85,13%,
enquanto o alelo lle apresentou-se em 14,86% dos individuos. Para o gene CCR5, o
gendtipo wt/wt apresentou frequénciade 96,76%, enquanto wt/A32 representou 3,24% dos
individuos e o alelo wt representou 98,1%, enquanto A32 foi observada em 1,9% dos

mesmaos.

Os individuos do grupo controle também foram distribuidos conforme frequéncias
genotipicas e alélicas. Quanto a CCR2 para Val/Val, Val/lle e lle/lle, foram de 68,8%,
28,45% e 2,1% respectivamente. O alelo Val ocorreu em 83,5% dos individuos, enquanto
lle ocorreu em 16,41%. Quanto a CCR5 apresentou distribuicdo genotipica wt/wt em
92,97% e wt/ A32 em 7,56%. Ja as frequéncias alélicas foram de 96,2% para wt e 3,8%
para A32.

Observou-se que houve moderado desequilibrio de ligacdo entre CCR2-64lle e
CCR5 432 (D’=0,559; r>=0,001).

N&o houve associacdo estatisticamente significativa entre a ocorréncia dos alelos

CCR2-64lle e CCR5 432 com a ocorréncia do CaP na populacao estudada.

N&o observamos associagdo estatisticamente significativa entre a presenca dos
polimorfismos CCR2-641le e CCR5 A32 e os critérios de estratificagao de risco segundo

D’Amico (PSA, TNM, Gleason) e presenca de metastase.
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