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RESUMO

A Interleucina 8 (IL-8) é uma quimiocina CXC angiogénica que tem papel importante
no desenvolvimento e progressao de varios tumores malignos, incluindo o cancer de
préstata (CaP). O polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) -251 T/A da regiao
promotora do gene da IL-8, relativo ao local de inicio da transcrigdo deste gene, esta
associado com a producgao desta citocina. O efeito da IL-8 é mediado através de
dois receptores de alta afinidade, CXCR1 e CXCR2. O presente estudo investigou a
influéncia da variagdo dos genes IL-8 e CXCR2 na susceptibilidade e nas
caracteristicas clinicopatoléogicas do CaP em um grupo de brasileiros. Duzentos e
um pacientes e 185 controles saudaveis foram selecionados neste estudo caso-
controle. Amostras de sangue foram coletadas para extragdo de DNA,; a tipagem da
IL-8 -251 T/A e CXCR2 +1208 C/T foi realizada através da reacdo em cadeia da
polimerase com sequéncia especifica de primers (PCR-SSP), seguida pela
eletroforese em gel de agarose. O risco associado entre os genotipos, a
susceptibilidade do CaP e as caracteristicas do tumor, foi estimado pelo odds ratio
(OR), com intervalo de confiangca de 95%, usando analise de regressao logistica e
ajustando para idade ao diagnostico. Encontramos uma associagao estatisticamente
significativa entre o gendtipo heterozigoto CT do gene CXCR2 +1208 e CaP. Este
genotipo foi significativamente menos frequente em pacientes com estadio clinico
T3-T4 comparado com T1-T2 (56.7% versus 80.5%). Nossos achados sugerem que
os portadores do gendtipo CT CXCR2 +1208 tiveram um efeito protetor para estadio
avangado de CaP (CT versus CC: OR ajustado = 0.25; P = 0.02). Nao foi encontrada
associagao significativa entre o polimorfismo -251 T/A da IL-8 e os parametros
clinicopatologicos do CaP. Estes resultados indicam que o gendtipo CT do CXCR2
+1208 é menos frequente em estadios avangcado de CaP, sugerindo que este
receptor de quimiocina tenha um papel na patogénese desta doenca.

Palavras chave: Interleucina 8; Receptores; CXCL8; CXCR2; Polimorfismo; Cancer
de Préstata.



ABSTRACT

Interleukin-8 (IL-8) is an angiogenic CXC chemokine that plays an important role in
both the development and progression of several human malignancies including
prostate cancer (PC). A single nucleotide polymorphism (SNP) at -251 upstream of
the transcriptional start site of the IL-8 gene has been shown to influence its
production. The effects of IL-8 are mediated by two highly related chemokine
receptors, CXCR1 and CXCR2. The present study investigated the influence of the
IL-8 and CXCR2 gene variation on susceptibility and clinicopathological
characteristics of PC in a group of Brazilian subjects. Two hundred and one patients
and 185 healthy controls were enrolled in a case-control study. Blood was collected
for DNA extraction; typing of IL-8 -251 T/A and CXCR2 +1208 C/T genes was
performed by polymerase chain reaction with sequence-specific primers (PCR-SSP),
followed by agarose gel electrophoresis. Risk association between the genotypes,
PC susceptibility and tumor characteristics was estimated by odds ratio (OR) and
95% confidence intervals (95% CI) using logistic regression analysis, after adjusting
for age at diagnosis. A significant association was found between the heterozygous
CXCR2 +1208 CT genotype and PC. The CXCR2 +1208 CT genotype was
significantly less frequent in patients with clinical stage T3-T4 compared to T1-T2
(56.7 versus 80.5%). Our findings suggest that carriers of the CXCR2 +1208 CT
genotype had a protective effect for advanced PC (CT versus CC: adjusted OR =
0.25; P = 0.02). No association was observed between the SNP for IL-8 -251 T/A and
clinicopathological parameters of PC. These results indicated that the CXCR2 +1208
CT genotype is less frequent in advanced stages of PC, suggesting that this
chemokine receptor plays a role in the pathogenesis of this disease.

Keywords: Interleukin 8; Receptors; IL-8; CXCL8; CXCR2; Polymorphism; Prostate
Cancer
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1 INTRODUGAO

O céncer de prostata (CaP) é o tumor maligno mais incidente entre os
homens no Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo-melanoma (1). Os fatores
de risco bem estabelecidos para esta doenca sao a idade, etnia e histéria familiar de
CaP (2). Além disso, a inflamagao crénica tem sido diretamente associada com o
risco de desenvolvimento do CaP (3).

A inflamagéo crénica pode levar a tumorigénese danificando o DNA através
da liberacao de radicais de oxigénio e nitrogénio, aumentando a proliferagcao celular
e estimulando a angiogénese (4). A importancia da inflamacéo no CaP é destacada
pelo achado de que aproximadamente 20% dos pacientes com inflamagao cronica
na prostata desenvolveram CaP depois de 5 anos de seguimento, quando
comparados com pacientes sem alteragdes de inflamacgé&o crénica (3).

No microambiente tumoral, a angiogénese é determinada pelo desequilibrio
entre o excesso e a falta de fatores angiogénicos (5). Neste contexto, a quimiocina
CXC parece ter papel relevante na regulagdo da angiogénese (6). Varios estudos
tém demonstrado que a interleucina-8 (IL-8; CXCL8), membro da familia das
quimiocina CXC, e seus receptores, CXCR1 e CXCR2, sado potentes reguladores
angiogénicos (7-9). Destes dois receptores de alta afinidade para IL-8, a importancia
do CXCR2 em mediar a angiogénese demonstrou ser fundamental para
neovascularizaggo induzida pela IL-8 (7,10,11).

A IL-8 foi originalmente descrita como quimioatrativa de leucocitos (12,13) e,
posteriormente, verificou-se possuir propriedades mitogénicas e angiogénicas (14).
O aumento da expressao da IL-8 e dos seus receptores, tem sido bem caracterizado
em células cancerosas, células endoteliais, infiltragdo de neutrdfilos e macréfagos
associados ao tumor, sugerindo que a IL-8 possa funcionar como um fator
regulatério importante dentro do microambiente do tumor (15). Estudos recentes
demonstraram que a superexpressao de IL-8 esta associada com progressédo da
doenca e metastase em varios tipos de tumores solidos (16—24), incluindo CaP (25—
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29). Pesquisa em modelo ortotépico in vivo, correlacionou a expresséo da IL-8 em

linhagens celulares de CaP com angiogénese, tumorigénese e metastases (27).

Os polimorfismos em genes de citocinas tém sido associados com aumento
da inflamacgao e da producao de citocinas e, possivelmente, maior risco de cancer.
Os polimorfismos genéticos sao definidos como modificagbes na sequéncia de
nucleotideo, que estdo presentes em pelo menos 1% da populacédo (30). Os
polimorfismos mais comuns sao caracterizados pela alteracdo de apenas um
nucleotideo na sequéncia do DNA, e sdo denominados polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) (31,32). Considerando que o risco para o desenvolvimento de cancer
parece ser influenciado pelos padrées dos SNPs que cada individuo possui, o
estudo destes polimorfismos, em determinados genes alvo, pode ajudar a definir os
grupos de risco para o desenvolvimento de cancer; assim como, identificar padrbes

de influéncia no progndstico e na resposta aos tratamentos antineoplasicos (32).

O SNP na posicéo -251 da regido promotora da IL-8 tem sido associado com
aumento dos niveis plasmaticos (33) e com atividade promotora da IL-8 (19).
Evidéncias demonstraram que o alelo A da IL-8 -251 esta associado com alto nivel
de expressao desta proteina e com infiltracdo severa de neutréfilos (33). Além
disso, este alelo esta associado com aumento de risco e pior prognéstico de varios
tumores solidos (19,34-38). Ja o polimorfismo +1208 C/T, que esta localizado na
regido nao-codificante do gene CXCR2, tem sido correlacionado com a patogénese
e susceptibilidade de doengas crbnicas inflamatorias (39) e tumores solidos (38,40).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo estudar a associagdo dos
polimorfismos IL-8 -251 T/A e CXCR2 +1208 C/T com a susceptibilidade e fatores
progndsticos do CaP. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e contou com o apoio financeiro do FIPE (Fundo de
Incentivo a Pesquisa e Eventos do HCPA).
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2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMAGCOES

Esta revisdo da literatura esta focada nos aspectos relacionados a associagao

dos polimorfismos dos genes da IL-8 e do CXCR2 e cancer de préstata. A estratégia

de busca envolveu as seguintes bases de dados: PubMed e Portal de Periddicos da

CAPES, no periodo de 1960 a 2015. Foram realizadas buscas através dos termos
“‘Cancer”, “Prostate cancer”, “IL-8”, “Polymorphism IL-8 -251 T/A”, “CXCRZ27,
“Polymorphism CXCR2 +1208 C/T” e suas combinagdes apresentadas na Figura 1.

Figura 1 — Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que fundamentam

os objetivos deste estudo.

PALAVRAS-CHAVE

1- Cancer (3066653 artigos | 1 [1847046 artigos |

2- Prostate cancer [128109 artigos | 2 [297313 artigos |

3-1L-8 [32336 artigos | 3 [24469 artigos |

4- Polymorphism IL-8 -251 T/A [43 artigos | 4 |69 artigos | 2 [22artigos |

5- CXCR2 [1578 artigos | 5 [1605 artigos | = [50artigos |

6- Polymorphism CXCR2 +1208 C/T [7 artigos | 6 [13 artigos | & [5artigos |
[4907 artigos | 1+3  [5687 artigos | = [107artigos |
[21 artigos | 1+4 |28 artigos | = [15artigos |
[383 artigos | 1+5  [539 artigos | 2 [4lartigos |
[2 artigos | 1+6  [15 artigos | > [2artigos |
[224 artigos |  2+3 [386 artigos | =2 [24artigos |
[2 artigos | 2+4 ]3artigos | > [2artigos |
[27 artigos |  2+5 [89artigos | > [7artigos |
[0 artigos | 2+6 |4 artigos | 2 [oartigos |

Legenda: Caixas em amarelo indicam os artigos que foram incluidos na revisdo de acordo com os

critérios de inclusdo. Este é o resultado da busca da combinacdo das palavras-chave. Fonte:

Elaborado pela autora (2015).
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2.2 CANCER DE PROSTATA

2.2.1 INCIDENCIA

O CaP é o cancer mais comum em homens, excluindo os tumores de pele
nao melanoma, e a segunda causa de morte por cancer em homens no Brasil. A
estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano de 2014 foi de 68.800
casos novos de CaP no Brasil, aproximadamente 23% de todos os tumores
malignos em homens. Esses valores correspondem a um risco estimado de 70,42
casos novos a cada 100 mil homens; com a maior incidéncia na regido Sul, onde
estima-se 91,24/100 mil. Para o Rio Grande do Sul, foram estimados 5.740 casos
novos de CaP, sendo 910 casos diagnosticados em Porto Alegre; com taxas brutas
de incidéncia por 100 mil habitantes de 105,70 e 133,04, respectivamente (1).

A ultima estimativa mundial apontou o CaP como sendo o segundo tipo de
cancer mais frequente em homens, cerca de 1,1 milhdo de casos novos em 2012 e
aproximadamente 70% dos casos diagnosticados em regides mais desenvolvidas.
As taxas de incidéncia sdo mais elevadas na Australia/ Nova Zelandia, América do
Norte e Europa Ocidental; seguida pelas regides menos desenvolvidas, como o
Caribe, Africa do Sul e América do Sul, mas permanecem baixas em populacdes
Asiaticas (41). Nos Estados Unidos da América (EUA), a American Cancer Society
(ACS) estima 200.800 casos novos de CaP para o ano de 2015, com

aproximadamente 27.540 mortes por esta doenca (42).

2.2.2 ETIOLOGIA

Os unicos fatores de risco bem estabelecidos sdo o aumento da idade, etnia e
histéria familiar de CaP (2). Baseado em dados do SEER (Surveillance,
Epidemiology, and Results Program) de 2010 a 2012, a idade mediana de
diagnodstico do CaP é 66 anos, ou seja, € uma doenga que afeta predominantemente
homens mais velhos. A probabilidade de desenvolver este cancer antes dos 49 anos
é de 0,3%, aos 70 anos ou mais € de 10,9% e no decorrer de toda a vida é de
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aproximadamente 15% (42). A mortalidade pelo CaP & maior entre homens com

idades entre 75-84, com idade mediana de 80 anos (43).

O risco de CaP é maior em homem negros que em homens brancos (44). Nos
EUA, os homens negros tém risco 1,6 vezes maior de desenvolver o tumor
prostatico e uma mortalidade pela doenga 2,4 vezes maior quando comparados com
homens brancos (42). Estudos recentes sugerem que uma série de mutagdes
genéticas em homens negros predispde estes individuos ao CaP; a etnia, associada
a fatores ambientais, como dieta e migragdo, s&o considerados fatores
determinantes no desenvolvimento desta doenga (44). Além disso, diferengas
étnicas associadas ao risco de CaP tém sido atribuidas a variabilidade polimérfica
da repeticdo CAG no gene do receptor de androgeno (AR) (45).

A histéria familiar positiva € outro fator de risco importante para o CaP.
Estudos caso-controle mostraram que individuos com antecedentes familiares de
neoplasia prostatica tém maior probabilidade de desenvolver a doenga. Os riscos
aumentam 2,2 vezes quando um parente de primeiro grau (pai ou irmao) é afetado
pela doenga, 4,9 vezes quando dois parentes de primeiro grau sédo portadores do
tumor e 10,9 vezes quando trés parentes tém a doenga (46).

Outros fatores de risco tém sido investigados na etiologia do CaP, incluindo
horménios, fatores dietéticos, obesidade, inatividade fisica, ocupagao, tabagismo,
fatores sexuais e susceptibilidade genética (2). Estudos em gémeos relataram que
até 42% do risco de CaP pode ser explicado por fatores hereditarios (47). Embora
genes de alta penetrancia possam explicar apenas uma pequena porcentagem dos
casos, polimorfismos genéticos comuns podem desempenhar um papel importante
entre os casos esporadicos (48). Polimorfismos envolvendo genes que codificam o
receptor de androgeno, a 5a-redutase tipo Il e o receptor da vitamina D tém sido
associados com um risco variavel da doenca (49-52).

A dieta também tem sido considerada um fator importante na etiologia do
CaP. Dietas com base em gordura animal, carne vermelha, embutidos e calcio tém
sido associadas ao aumento no risco de desenvolver esta doenga. Além disso, a
obesidade também é apontada no aumento do risco de desenvolver essa neoplasia,

em especial para aquelas de comportamento mais agressivo. Em contrapartida, &
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possivel que dietas ricas em vegetais, vitaminas D e E, licopeno e 6mega-3 sejam

capazes de conferir algum efeito protetor contra este cancer (1).

O papel da inflamagé&o crénica na etiologia do CaP também tém sido proposto
(3,53,54). A fonte de inflamagao intra-prostatica € frequentemente desconhecida,
mas pode ser causada por infeccdo (agentes sexualmente transmissiveis), lesdo
celular (devido a exposigao a trauma quimico ou fisico causado por refluxo de urina
e formacéo de calculos na proéstata), variagdes e/ou exposicdo hormonal ou fatores
alimentares (55). Uma meta-analise revisou estudos de prostatite e CaP e reportou
um risco relativo global de 1,6 (56). Varios estudos epidemiolégicos tém sido
realizados para explorar possiveis associagdes entre as doencas sexualmente
transmissiveis (DST) e o CaP. Infecgbes como citomegalovirus (CMV), papiloma
virus humano (HPV) e herpes virus humano (HSV) podem ser fatores de risco mais
importantes para CaP, do que a sifilis e a gonorreia (54).

2.2.3 PATOLOGIA

As neoplasias da prostata sdo representadas pelos adenocarcinomas em
cerca de 98% das vezes e o restante compreende casos de sarcomas, carcinoma
epidermoide e carcinoma de células transicionais. Os adenocarcinomas se localizam
na zona periférica da glandula em cerca de 75% dos casos, na zona transicional em

aproximadamente 25% e na zona central em menos de 5% dos pacientes (57).

Ha também variantes de adenocarcinoma mais raras, com diferenciacao
neuroenddcrina, ou de padrao de pequenas células, com caracteristicas distintas;
entre as quais, uma maior predilegdo pelo envolvimento linfonodal, menores

elevacdes de PSA, hormonio resisténcia e maior agressividade clinica (58).

Nos pacientes com adenocarcinomas da prostata, a diferenciagdo glandular
constitui um importante fator progndstico, relacionando-se com o comportamento
biolégico do tumor e a sobrevida do paciente. O sistema de graduagao histolégico
mais utilizado é o proposto por Gleason em 1966, que descreve as caracteristicas
biolégicas do tumor no que concerne ao grau de diferenciagdo (59). O escore de
Gleason é dado pela soma dos graus do padrdo primario (predominante) e do
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padrdo secundario (segunda maior area representada), numa variagdo de 2 a 10,
com o escore 2 (1+1) correspondendo as neoplasias mais diferenciadas e o escore
10 (5+5) as neoplasias mais anaplasicas (60,61).

O sistema de graduacéo de Gleason é um importante preditor de prognostico
do CaP. De acordo com Stark, um terco dos homens que apresentaram Gleason 9 a
10, no tumor extraido por prostatectomia, morreram provavelmente devido a
micromestastases ao diagndstico; e pacientes com Gleason 4+3, tiveram uma taxa
de mortalidade trés vezes maior quando comparado aos tumores Gleason 3+4 (62).
Pacientes com escore de Gleason =7 tém sido associado a maior risco de doencga

extra-prostatica e recorréncia bioquimica (63).

Em 2005, a ISUP (International Society of Urological Pathology) revisou o
sistema de graduacéo, utilizando a imunoistoquimica, e concluiu que a maioria dos
graus 1 e 2 se tratavam de hiperplasia adenomatosa atipica. Estes padrbes foram
considerados alteragcbes precoces, que nao correspondiam necessariamente ao
cancer, e foram retirados da classificagdo. Dessa forma, o grau passou a variar de 6
(3+3) até 10 (5+5) (64). Na ultima conferéncia da ISUP, realizada em 2014, foi
proposto um novo sistema de classificacdo do CaP, que é baseado no tradicional
grau de Gleason, porém varia de 1 a 5, sendo 1 a forma mais indolente e 5a forma
mais agressiva de cancer (65).

A maioria dos tumores prostaticos € assintomatica, desenvolvendo-se de
forma lenta e silenciosa. Estima-se que, antes do advento do teste do antigeno
prostatico especifico (PSA), apenas 25% dos tumores eram detectados clinicamente
(66). O rastreamento generalizado utilizando o teste de PSA comegou em 1991,
apdés a publicacdo de um estudo demonstrando que as elevagbes de PSA em
homens assintomaticos estavam associadas a um risco maior de CaP (67). Apesar
da abundancia de dados que se acumulam sobre o impacto da triagem do CaP na
morbidade e mortalidade, a evidéncia do beneficio com rastreamento, permanece
conflituosa (68). Estima-se que 23% a 42% dos tumores de prostata detectados na
triagem representem excesso de diagndstico, e esta taxa pode ser superior a 50%

em homens com 75 anos ou mais (69).
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Os principais métodos utilizados para diagnosticar o CaP incluem o toque
retal (TR), que pode identificar anormalidades na textura, consisténcia e tamanho da
préostata, e a dosagem dos niveis do PSA, que € uma serina protease regulada por
androgeno produzida pelas células epiteliais prostaticas. Nos pacientes que
apresentarem areas de maior consisténcia na glandula e/ou alteracdo dos niveis
séricos de PSA, esta indicada a bidpsia da préstata guiada por ultrassonografia
transretal (USTR) (57).

O PSA é considerado o marcador sérico mais comumente utilizado para o
CaP (70), mas pode estar alterado em outras afecgdes como hipertrofia benigna da
préstata, prostatite, infecgdes do trato urinario, trauma ou ejaculagdo recente
(71,72). Além disso, o CaP pode estar presente na auséncia completa de elevagao
do PSA (73). O protocolo Americano para detec¢do precoce do CaP considera o
nivel de PSA tradicional de 4.0ng/mL um limiar razoavel para uma avaliagdo mais
aprofundada (68).

A Sociedade Americana de Urologia (AUA) recomenda a triagem com PSA
para homens de 55 a 69 anos. O painel ndo recomenda a triagem de rotina do PSA
em homens com idade superior a 70 anos ou em homens com expectativa de vida
inferior a 10 a 15 anos (74). Entretanto, existem controvérsias quanto a idade ideal
para comegar a triagem para CaP. Evidéncias observacionais sugerem que o teste
de PSA basal, em homens na faixa dos 40 anos e inicio dos 50 anos, pode ter valor
para estratificacdo de risco no futuro. Embora muitos defendam testar precocemente
somente homens de alto risco, devido a historia familiar ou etnia, o PSA sérico basal
pode ser um forte preditor de risco do CaP no futuro, em comparagéo a qualquer um
destes fatores de risco (75).

As diretrizes da NCCN para detecgéo precoce do CaP sugerem que os testes
devem comecar na idade de 45 anos. O painel recomenda repetir o teste a cada 2 a
4 anos, para homens com idade de 45 a 75 anos, se o PSA for <1.0ng/mL, e a cada
1 a 2 anos, se o PSA for 21.0ng/mL. O painel concorda que o teste do PSA s6 deve
ser oferecido aos homens com uma expectativa de vida de 10 anos ou mais. No
entanto, os participantes ndo concordam quanto ao momento de descontinuar os

testes de rotina em homens assintomaticos mais velhos (75).
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Apos a confirmagao da presenca de adenocarcinoma de préstata, através do

resultado anatomopatoldgico da bidpsia prostatica, € necessario definir se a doenga

€ localizada ou sistémica. Para isso, utiliza-se o sistema de estadiamento

(classificacdo TNM), desenvolvido pelo The American Joint Committee on Cancer

(76). Neste sistema o “T” se refere ao tamanho do tumor primario, “N” a extens&o do

envolvimento do nédulo linfatico e “M” a presenga ou auséncia de metastases.

Tabela 1 — Classificagdo clinica do cancer de préstata

T - Tumor primario

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO

T1

T2

T3

T4

N&o ha evidéncia de tumor primario

Tumor clinicamente inaparente, ndo palpavel nem visivel por meio de exame de imagem
T1a Achado histolégico incidental: tumor em 5% ou menos do tecido ressecado

T1b Achado histolégico incidental: tumor em mais de 5% do tecido ressecado

T1c Tumor identificado por bidpsia por agulha (por exemplo, devido a PSA elevado)

Tumor confinado a prostata’

T2a Tumor que envolve uma metade de um dos lobos ou menos

T2b Tumor que envolve mais da metade de um dos lobos, mas ndo ambos os lobos
T2c Tumor que envolve ambos os lobos

Tumor que se estende através da capsula prostatica®
T3a Extensao extracapsular (uni ou bilateral), incluindo envolvimento microscopico do colo vesical
T3b Tumor que invade vesicula(s) seminal(ais)

Tumor que esta fixo ou que invade outras estruturas adjacentes, que ndo as vesiculas seminais: esfincter
externo, reto, musculos elevadores do anus, e/ou parede pélvica

N - Linfonodos regionais

NX
NO
N1

Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
Auséncia de metéstase em linfonodo regional
Metastase em linfonodo regional

M - Metastase a distancia*

MO
M1

Auséncia de metastase a distancia
Metastase a distancia

M1a Linfonodo(s) ndo regional(ais)
M1b Osso(s)

M1c Outra(s) localizagao(6es)

Notas:

"Tumor encontrado em um ou em ambos os lobos, por bidpsia por agulha, mas ndo palpavel nem visivel por exame de imagem,
é classificado como T1c.

2Ainvaséo do apice prostatico ou da capsula prostatica (mas n&o além desta) é classificada como T2 e ndo como T3

*Usa-se a categoria mais avangada quando existe metastase em mais de uma localizac&o. A categoria mais avangada é pM1c.

Fonte: Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual, Seventh Edition, 2010 (76).
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Dados recentes do SEER apontam que, no momento do diagndstico, 80% dos
pacientes apresentam o tumor confinado a glandula, 12% tém comprometimento de
linfonodos regionais, 4% €& metastatico e em 4% dos casos a extensao da doencga é
desconhecida (43).

2.2.4 CLINICA

Nos pacientes com tumor circunscrito a préstata, a doenca € assintomatica.
Por outro lado, mais de 90% dos pacientes com CaP localmente avangado
apresenta-se com manifestacdes de obstrugao infravesical e evidéncia de hematuria
macroscopica, em geral relacionada com infiltracdo do trigono vesical pelo tumor. O
aparecimento subito de obstrucdo infravesical em um paciente com padrao miccional
recente satisfatério € manifestacdo comum em CaP. Em casos de hiperplasia
benigna, os sintomas obstrutivos tendem a evoluir de forma mais lenta. De forma
incomum, pacientes com esta neoplasia podem apresentar dores 6sseas, uremia,
anemia, perda de peso, adenopatia cervical ou inguinal, linfedema, trombose venosa

de membros inferiores ou hemospermia, como manifestacéo da doencga (57).

Se o tumor for localizado ha necessidade de definir o grupo de risco do
paciente como guia de progndstico e tratamento. Foi publicada em 1998 a seguinte
classificagdo, recomendada até os dias atuais: baixo risco, T1-T2a e escore de
Gleason <6 e PSA <10; risco intermediario, T2b e/ou escore de Gleason 7 e/ou PSA
10-20; e alto risco, 2T2c ou escore de Gleason 8-10 ou PSA >20 (63).

O desafio do diagndstico consiste em identificar precocemente o paciente cujo
tumor tem maior potencial de agressividade, possibilitando uma escolha terapéutica
mais adequada, com baixa taxa de morbidade e melhor qualidade de vida para o
paciente. Existe uma variedade de parametros clinicopatologicos, como o estadio do
tumor, escore de Gleason e a cinética do PSA, que tém sido utilizados na pratica
clinica para ajudar a prever quais pacientes tém mau progndstico para progressao
da doenga e mortalidade (77-79). Entretanto, a capacidade de prognostico dos
parametros clinicos ainda € limitada, mas pode ser melhorada pela incorporagao de
outros fatores, incluindo marcadores genéticos (80).



24

2.2.5 TRATAMENTO

A estratégia de tratamento dos casos de CaP deve levar em conta as
perspectivas de vida do paciente. A orientagdo conservadora (vigilancia clinica ou
tratamento hormonal) esta justificada nos casos com perspectiva de vida menor que
10 anos, quer seja pela idade avangada do paciente ou pela existéncia de doengas
complexas associadas. Quando as condi¢gdes gerais e a idade prenunciam chances
razoaveis de sobrevida de mais de 10 anos, o tratamento curativo radical deve ser
adotado (57).

Tabela 2 — Estratégias terapéuticas de acordo com estagio do CaP

Doenca localizada

Baixo risco Vigilancia ativa
Braquiterapia
Prostatectomia radical
Radioterapia radical

Risco Intermediario Vigilancia ativa
Braquiterapia
Prostatectomia radical
Radioterapia radical + ADT neoadjuvante

Alto risco ADT neoadjuvante + radioterapia radical + ADT adjuvante
Prostatectomia radical + linfadenectomia pélvica

Doenca localmente avangada

ADT neoadjuvante + radioterapia radical + ADT adjuvante
Prostatectomia radical + linfadenectomia pélvica

Doenca metastética
Sem terapia hormonal prévia  ADT

Resistente a castracao Abiraterona

(primeira linha) Docetaxel
Enzalutamida
Radio-223
Sipuleucel-T

Segunda linha Abiraterona

(p6s-docetaxel) Cabazitaxel
Enzalutamida
Radio-223

Nota: Opcdes citadas em ordem alfabética
ADT, terapia de privagao de andrdégenos

Fonte: Adaptado de Cancer of the prostate: ESMO Clinical Practice
Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up, 2015 (81).
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2.3 INFLAMACAO E CANCER

As células cancerosas sao reconhecidas como um potente agente agressor
gerando entre tantas respostas: a inflamacgéo. Sinteticamente, a inflamagao pode ser
dita como uma reacao dos tecidos vascularizados frente a um agente agressor, cuja
finalidade € a reparacdo da estrutura e fungdes e, consequentemente, manutengao
da homeostasia tecidual. O processo inflamatério tem como evento central a
migragao celular, e como agente principal os leucdcitos, em especial os neutrofilos,
que sdo as principais células recrutadas para o sitio inflamatério e possuem um

importante papel na vigilancia e destruicdo de células neoplasicas (82,83).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que a inflamagao crénica predispde
os individuos a varios tipos de cancer. Estima-se que infecgdes e respostas
inflamatorias subjacentes estdo ligadas a 15-20% de todas as mortes por cancer em
todo o mundo (84). Existem muitos fatores desencadeadores de inflamag&o crénica
que aumentam o risco de desenvolver cancer; como, por exemplo, infecgdes
microbianas (infecgdo por Helicobacter pylori esta associada com cancer gastrico e
linfoma gastrico de tecido linfoide associado a mucosa), doengas autoimunes
(doenca inflamatdria intestinal esta associada com céancer de cdlon), e condi¢des

inflamatorias de origem desconhecida (prostatite esta associada com CaP) (85).

Para Mantovani e colaboradores, a conexao entre a inflamagao e o cancer
pode ser desencadeada através de duas vias: a intrinseca e a extrinseca. A via
intrinseca € ativada por eventos genéticos que causam a neoplasia. Estes eventos
incluem a ativagcédo de varios tipos de oncogenes através de mutagao, rearranjo e
amplificagdo cromossOmica, e inativagdo de genes supressores de tumor. As células
que sofrem esta transformagédo produzem mediadores inflamatorios que vao gerar
um microambiente inflamatério em tumores, onde n&o existia qualquer condi¢cao
inflamatodria subjacente (tumores da mama). Por outro lado, na via extrinseca,
condigbes inflamatdrias ou infecciosas aumentam o risco de desenvolvimento de

cancer em determinados locais anatdémicos (colon, prostata e pancreas) (85).

As duas vias convergem, resultando na ativagdo de fatores de transcricéo,
principalmente do fator nuclear-kB (NF-kB), transdutor de sinal e ativador da

transcricdo 3 (STAT3) e fator induzivel por hipéxia 1a (HIF1a) em células tumorais.
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Estes fatores de transcricdo coordenam a produg¢do de mediadores inflamatorios,
incluindo citocinas e quimiocinas; bem como, a produgéo de cicloxigenase 2 (COX-
2), que por sua vez, resulta na produgao de prostaglandinas. Estes fatores recrutam
e ativam varios leucadcitos, principalmente as células da linhagem mielomonocitica.
Posteriormente, as citocinas ativam os mesmos fatores de transcricdo em células
inflamatdrias, estromais e tumorais, resultando na produgdo de mais mediadores

inflamatorios e num microambiente inflamatorio favoravel ao cancer (figura 2) (85).
Figura 2 — Vias de conexao entre a inflamagéao e o cancer

Extrinsic pathway Intrinsic pathway

Inflammation or infection Oncogene activation

Transcription factors (NF-xB, STAT3, HIF1ar)
activated in tumour cells

}

Chemokines, cytokines, prostaglandins (and COX2)
produced by tumour cells

}

Inflammatory cells
recruited

Macrophage Myeloid-derived
VA - ) suppressor cell
J Mastcell _‘_T‘
Eosinophil l Neutrophil

Transcription factors (NF-xB, STAT3, HIF1ar)
activated in inflammatory cells, stromal cells
and tumour cells

|

Chemokines, cytokines, prostaglandins
(and COX2) produced

}

Cancer-related inflammation

Legenda: NF-kB, fator nuclear kappa B; STAT3, transdutor
de sinal e ativador da transcrigdo 3; HIF1a, fator induzivel
por hipéxia 1a; COX2, cicloxigenase 2. Fonte: Adaptado de
Mantovani et al. (2008, p.437).
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2.4 CITOCINAS

O desenvolvimento de uma resposta imune efetiva envolve, além das células
inflamatdrias, as células linfoides e as hematopoéticas. As interagcbes entre estas
células sdo complexas e mediadas por um grupo de proteinas coletivamente

designadas citocinas (86).

As citocinas sdo proteinas secretadas pelas células da imunidade natural e
adquirida, que medeiam muitas das fungdes dessas células, e sdo produzidas em
resposta a microrganismos e outros antigenos. Na fase de ativagado das respostas
imunes adquiridas, as citocinas estimulam o crescimento e a diferenciagdo de
linfocitos e, nas fases efetoras da imune natural e adquirida, elas ativam diferentes
células efetoras para eliminar microrganismos e outros antigenos. As citocinas
também estimulam o desenvolvimento de células hematopoéticas. A homenclatura
das citocinas é frequentemente baseada em suas fontes celulares. Como muitas
citocinas sdo sintetizadas por leucécitos (por exemplo, macréfagos ou células T) e

atuam em outros leucaocitos, elas também sdo chamadas de interleucinas (87).

As citocinas frequentemente influenciam a sintese e as agbes de outras
citocinas. As agdes das citocinas podem ser locais e sistémicas. As citocinas iniciam
suas agdes pela ligacdo a receptores de membrana especificos nas células-alvo.
Sinais externos regulam a expressado de receptores de citocinas e, portanto, o
potencial de resposta das células as citocinas. Dessa forma, as respostas celulares
para maioria das citocinas consistem em alteragcbes na expressdo génica em
células-alvo, resultando na expressédo de novas fungbes e, algumas vezes, na

proliferagdo das proprias células-alvo (87).

Todos os receptores de citocina consistem em uma ou mais proteinas
transmembrana, cujas porgdes extracelulares sao responsaveis pela ligagdo da
citocina, e as porcdes citoplasmaticas sao responsaveis por dar inicio as vias de
sinalizagao intracelular. Essas vias de sinalizagdo sao ativadas pelo agrupamento
receptor induzido do ligante, unindo as porgdes citoplasmaticas de duas ou mais
moléculas de receptor, em um processo analogo a sinalizagdo por antigenos para

receptores de células T e B (87).
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As citocinas séo divididas em quatro grupos, entre eles as quimiocinas, que
sdo um grupo de citocinas que afetam a quimiotaxia e o comportamento dos

leucdcitos, desempenhando um papel fundamental na resposta inflamatoria (86).

2.5 QUIMIOCINAS

As quimiocinas estdo quase todas subdivididas em dois grupos: subgrupo CC,
cujas cisteinas conservadas s&o contiguas; e o subgrupo CXC, cujas cisteinas
conservadas sao separadas por algum outro aminoacido (X) (86). Os receptores de
quimiocinas pertencem a superfamilia da rodopsina que s&o acoplados a proteina G
e que tem sua estrutura composta por sete dominios transmembrana a-helicoidais
(88). Devido aos receptores de quimiocinas serem especificos a uma subclasse de
quimiocinas, o sistema de nomenclatura dos receptores utiliza o termo CXC e

acrescenta a letra “R” (receptor), seguido do numero (89,90).

Sendo assim, a familia CXC das quimiocinas &€ um grupo de citocinas
quimiotaticas, definidas por quatro residuos de aminoacido cisteina altamente
conservados, com as duas primeiras cisteinas separadas por um residuo de
aminoacido nao-conservado. O terminal amina das quimiocinas CXC determina a
sua especificidade para a ligagdo aos seus receptores cognatos. Por exemplo, as
quimiocinas CXC que contém a sequéncia acido glutamico-leucina-arginina (Glu-
Leu-Arg) (“ELR” motif, ELR") no terminal amina da molécula sdo potentes
promotores da angiogénese (6,91,92).

A IL-8, membro da familia das quimiocinas CXC (93), possui a sequéncia de
aminoacidos Glu-Leu-Arg (ELR+), e tem mostrado exercer efeitos angiogénicos
direto nas células endoteliais in vitro e in vivo (94-96). O CXCR1 e o CXCR2 sao
receptores expressos sobre os neutrofilos, ambos tém 77% da sequéncia de

aminoacidos em comum, e ligam-se a IL-8 com similar afinidade (97).

A capacidade da IL-8 para induzir a angiogénese, depende da expressao dos
seus receptores CXCR1 e CXCR2 nas células endoteliais (98). Considerando que, o
CXCR2 se liga a todas as quimiocinas CXC ELR" que induzem a angiogénese,
incluindo a IL-8, podemos dizer que o CXCR2 é um mediador dos efeitos proé-



29

angiogénicos da IL-8. Varios relatos confirmam a importadncia do CXCR2 na
mediacdo dos efeitos da angiogénese em células endoteliais microvasculares
humanas (7,11,98).

Figura 3 — O papel das quimiocinas e seus receptores no ambiente tumoral
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Legenda: CXCL, ligante de quimiocina CXC; GPCR, receptor acoplado a proteina G.
Fonte: Adaptado de Vandercappellen et al. (2008, p.229)(99).

2.5.1 INTERLEUCINA 8 E SEUS RECEPTORES

A IL-8 é uma proteina de 8.400 Dalton produzida por mondcitos, macréfagos,
células endoteliais, fibroblastos, queratindcitos e varios tipos de células tumorais
(100). A expressao desta quimiocina € regulada por estimulos diferentes, tais como
sinais inflamatorios (por exemplo, fator de necrose tumoral a e IL1-B), estresse
quimico e ambiental (hipOxia e exposicdo a agentes citotdxicos) e hormodnios

esteroides (androgenos, estrogenos e dexametasona) (15,101,102).

A sintese e secrecdo aumentada da IL-8 pelas células tumorais representa
um grande impacto no microambiente tumoral, ja que os receptores CXCR1 e
CXCR2 também sao expressos nas células endoteliais, neutrofilos e macréfagos
associados ao tumor. Depois de ativados, estes receptores transmitem potentes
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sinais reguladores capazes de promover a tradugdo de proteinas e regular a

atividade de uma variedade de fatores de transcrigdo (Figura 4) (15).

Figura 4 — Vias de sinalizagao celular ativada pela IL-8 através dos receptores CXCR1 e CXCR2

- VEGFR  EGFR —
IL-8 IL-8 >
{K o {k P
~\ ~\
CXCR1/2 XCR1/2
\—S - e Q—E -
Gapy ———7 Gapy _ CdC42
Py T~ aTrwe
RhoGTPase RacGTPase Cytoskeleton
PI3-K PLC RasGTP) E Dynamics
H <
X l Calcium . v P p Focal Adhesion
Akt mobilization . af > FA - Assembly
B PKC ‘Src ) —— ( Paxillin » —
¥ D Mek v,
'
mTOR = 2
{ '
) IJ P D | Cortactin
/ ' p38MAPK » JAK2 H l
i
' 7 '
R (DR i ’ '
S6K : Arp2/3
o) E v H Actin
&= P ® @D P » ' Nucleation
PKC){ p38 1 Akt 0 PI3-K¥ ERK !
' '
Protein Translation . | .° v ' 1
Ay oK ¥ v Y ¢
HIF-1 NF-xB AP-1 AR STAT3 -Catenin
Angiogenesis Cell survival Cell proliferation ~ Cell proliferation  Cell proliferation Cell proliferation Gene
Cell survival Angiogenesis  Cell survival Cell survival Cell survival Cell survival Expression
Cell metabolism  Invasion Invasion Angiogenesis Invasion
Invasion
CCR Molecular Pathways AC

Legenda: HIF-1, Fator induzivel por hipdxia-1; NF-kB, Fator nuclear kappa B; AP-1, Proteina

ativadora-1; AR, Receptor de andrégeno; STAT3, Transdutor de sinal e ativador da transcrigédo 3.
Fonte: Adaptado de Waugh and Wilson (2008, p.6736).

Recentemente, foi demonstrado que a sinalizagcdo da IL-8 aumenta a

transcrigdo do receptor de androgeno em linhagens celulares de CaP, sugerindo que

esta quimiocina tem um papel importante na modulagédo da transicdo deste cancer

para um estado androgeno-independente (103). Neste contexto, o STAT3 e a B-

catenina s&o considerados significativos tanto do ponto de vista de sua atividade de

transcricdo independentes, como também, pela sua capacidade de agir como co-

ativadores do receptor de andrégeno (104). Como consequéncia da ativacédo destes

fatores de transcrigdo, cada um independentemente associado com a progressao do

cancer, a sinalizagdo da IL-8 pode induzir a transcrigao de varios genes envolvidos

na angiogénese, regulacdo do ciclo celular, migracdo e invasdo, e evaséo da

apoptose (15).
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Os efeitos pro-angiogénicos da IL-8 derivam da sua capacidade de inibir a
apoptose de células endoteliais. Esta inibicdo esta associada com o aumento dos
niveis de fatores anti-apoptéticos de Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2) e Bcl-xL (B-
cell lymphoma-extra large), bem como, com a diminuigdo dos niveis pro-apoptoticos
de Bax (Bcl-2 associated protein X). Além disso, a IL-8 estimula o aumento da
expressdo de mRNA (acido ribonucleico mensageiro) das células endoteliais e das
metaloproteinase da matriz MMP-2 e MMP-9, sugerindo que esta interleucina esteja
envolvida na degradacdo da matriz extracelular, conduzindo a migragcéo de células

endoteliais, invasao e organizag&o do tubo capilar (8).

A IL-8 derivada do tumor tem a capacidade de exercer um grande impacto no
microambiente tumoral, ja que o aumento da secregdo desta interleucina pelas
células tumorais aumenta a sua capacidade de proliferacdo e sobrevivéncia através
de vias de sinalizagdo autocrina (15,105). Além disso, a IL-8 ativa as células
endoteliais da vasculatura tumoral, promovendo a angiogénese, e induz a infiltragao
quimiotatica de neutrdéfilos para o local do tumor, estimulando a secrecao de fatores
de crescimento adicionais pelos macrofagos associados ao tumor, aumentando a

capacidade proliferativa e invasiva das células tumorais (Figura 5) (8,15,95,105,106).

Figura 5 — O papel de sinalizagao da IL-8 no microambiente tumoral
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Fonte: Adaptado de Waugh and Wilson (2008, p.6737).



32

2.6 POLIMORFISMOS DOS GENES IL-8 E CXCR2

O gene da IL-8 esta localizado no brago longo do cromossomo 4 e consiste
de quatro exons, trés introns e uma regidao promotora proximal (107). A transcricao
deste gene codifica uma proteina de 99 aminoacidos, que depois € processada de
modo a dar origem a uma proteina competente de 77 aminoacidos nas células n&o

imunoldgicas ou de 72 aminoacidos nos monadcitos e macrofagos (15).

Varios polimorfismos foram relatados no gene da IL-8 (108). Entre estes, foi
identificado no ano de 2000, o SNP na posicdo nucleotidica -251 da regido
promotora da IL-8, relativo ao local de inicio da transcricdo deste gene (33).
Evidéncias demonstraram que o polimorfismo -251 T/A esta associado com a
producdo da IL-8 ou expressdo desta proteina (19,33,36). Dados revelaram que o
alelo A da IL-8 -251 esta associado a um elevado nivel de expressao de IL-8 e uma
infiltracdo severa de neutroéfilos (33); além disso, esta associado a um aumento de
risco e pior prognostico para cancer de prostata, colon, gastrico, nasofaringe e
mama (34-38,40). Os resultados destes estudos mostraram que o aumento desta
proteina tem um impacto no desenvolvimento e progressao do cancer via regulagéao

da resposta imune e angiogénese do tumor.

Recentemente, um estudo caso-controle demonstrou que o gendtipo TT da
IL-8 -251 (baixo produtor de IL-8) (33), estava significativamente diminuido nos
pacientes com CaP quando comparado aos controles, e o gendtipo AA (alto
produtor) estava correlacionado com aumento do log do nivel de PSA mensurado
antes da remoc¢do do tumor (35). Entretanto, outros estudos que investigaram a
correlacdo entre o polimorfismo -251 T/A da IL-8 e o CaP, ndo encontraram
associagao significativa com a susceptibilidade e prognéstico do CaP (109,110).

Resultados da meta-analise, realizada em 2012, mostraram que os pacientes
portadores do alelo A -251 tiveram de 12 a 21% aumento do risco de cancer. Os
portadores deste alelo apresentaram risco elevado para cancer de mama, gastrico e
nasofaringeo; risco reduzido para CaP e auséncia de predisposi¢do para cancer
coloretal e de pulmao. Estes achados reforcam as evidéncias crescentes que o alelo
A na regido promotora da IL-8 esta emergindo como alelo de baixa penetrancia que

influéncia na susceptibilidade ao desenvolvimento de cancer (111).
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Entretanto, a frequéncia do alelo A varia em diferentes areas geograficas e
populagdes étnicas. Aléem disso, os efeitos genéticos deste polimorfismo pode variar
de um cancer para outro e até, no mesmo tipo de tumor (111). Os polimorfismos em
genes de citocinas sao diferentemente distribuidos entre africanos e caucasianos, e
interagem de forma diferente em ambos os grupos étnicos para modificar o risco
desta doencga. Isso pode ser devido a frequéncia de polimorfismos em cada
populagcdo ou a presenca de outros fatores (SNPs e fatores de transcricdo) que
possam modular a interagdo dos diferentes marcadores genéticos na populacgéo e,

subsequentemente, modificar o risco de desenvolver o cancer (112).

Em relagdo ao gene CXCR2 (localizado no 2q35), alguns polimorfismos tém
sido bastante investigados em estudos de associagdo com doencgas (86). Entre eles,
os trés mais investigados sdo: o polimorfismo +785 C/T localizado no exon 3 (mas
que nao altera a sequéncia de aminoacidos da proteina), e os polimorfismos +1208
C/T e +1440 G/A que estéo localizados na regido 3’ ndo traduzida do mesmo exon
(39). Polimorfismos nesta regido tém a capacidade de alterar o processamento de
RNAm, sua estabilidade e tradugao (86).

Diversos estudos indicam que o polimorfismo +1208 C/T pode fornecer
informagdes valiosas sobre a patogénese e susceptibilidade da doenga inflamatdria
cronica (39,113). Recentemente, alguns pesquisadores tém estudado a correlagao
entre os polimorfismos do gene CXCR2 e tumores sdlidos, confirmando esta
associagdo no cancer de mama e pancreas (40,114), mas ndo no CaP (110). O
genotipo TT do CXCR2 +1208 foi identificado como sendo de alto risco para cancer
de mama. Os pacientes portadores do alelo T mostraram uma associagcéo
significativa com fendétipo de agressividade desta doenga (definido pelo tamanho do
tumor, grau histoldgico alto e presenca de linfonodo ou metastase) e também uma
associagdo com diminuigdo da sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenga
(SLD) (40).

Sendo assim, desde que a expressao da IL-8 e seu receptor CXCR2 tem sido
correlacionada com aumento da angiogénese e tumorigénese, estes genes tém sido

considerados alvos atrativos para o desenvolvimento de novas terapias (27).
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3 JUSTIFICATIVA

As quimiocinas e seus respectivos genes receptores, em especial o CXCR2,
estdo sendo associadas a patogénese de varias doengas, incluindo alguns tipos de
cancer. O estudo de polimorfismos relacionados aos genes da inflamacéo e
angiogénese pode nos auxiliar na compreensédo do desenvolvimento e progressao
de tumores sdlidos e também na identificacdo de grupos de risco de pacientes com
melhor ou pior progndstico.

O papel dos genes IL-8 e CXCR2 na regulagédo da resposta imune tumoral e
angiogénese tem sido demonstrado em estudos recentes, porém com resultados
contraditérios. Sendo assim, a finalidade desta pesquisa € elucidar a associacao
entre os polimorfismos IL-8 -251 T/A e CXCR2 +1208 C/T e o CaP, até entdo nao
relatados na literatura.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRIMARIO

Investigar os polimorfismos dos genes IL-8 -251 T/A e CXCR2 +1208 C/T em
um grupo de pacientes com CaP e comparar com um grupo controle de individuos

saudaveis.

4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

* Avaliar a frequéncia dos polimorfismos dos genes IL-8 -251 T/A e CXCR2
+1208 C/T, através do método PCR-SSP, em pacientes com CaP e grupo
controle;

* Avaliar a frequéncia dos polimorfismos dos genes IL-8 -251 T/A e CXCR2
+1208 C/T nos pacientes com CaP e correlacionar com fatores prognosticos
conhecidos, tais como nivel de PSA pré-tratamento, escore de Gleason,

estadiamento clinico e presenca de metastase ao diagndstico.
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ABSTRACT

Interleukin-8 (IL-8) is an angiogenic CXC chemokine that plays an important
role in both the development and progression of several human malignancies
including prostate cancer (PC). A single nucleotide polymorphism (SNP) at -251
upstream of the transcriptional start site of the IL-8 gene has been shown to influence
its production. The effects of IL-8 are mediated by two highly related chemokine
receptors, CXCR1 and CXCR2. The present study investigated the influence of the
IL-8 and CXCR2 gene variation on susceptibility and clinicopathological
characteristics of PC in a group of Brazilian subjects. METHODS: Two hundred and
one patients and 185 healthy controls were enrolled in a case-control study. Blood
was collected for DNA extraction; typing of IL-8 -251 T/A and CXCR2 +1208 C/T
genes was performed by polymerase chain reaction with sequence-specific primers
(PCR-SSP), followed by agarose gel electrophoresis. Risk association between the
genotypes, PC susceptibility and tumor characteristics was estimated by odds ratio
(OR) and 95% confidence intervals (95% CI) using logistic regression analysis, after
adjusting for age at diagnosis. RESULTS: A significant association was found
between the heterozygous CXCR2 +1208 CT genotype and PC. The CXCR2 +1208
CT genotype was significantly less frequent in patients with clinical stage T3-T4
compared to T1-T2 (56.7 versus 80.5%). Our findings suggest that carriers of the
CXCR2 +1208 CT genotype had a protective effect for advanced PC (CT versus CC:
adjusted OR = 0.25; P = 0.02). No association was observed between the SNP for
IL-8 -251 T/A and clinicopathological parameters of PC. CONCLUSION: These
results indicated that the CXCR2 +1208 CT genotype is less frequent in advanced
stages of PC, suggesting that this chemokine receptor plays a role in the
pathogenesis of this disease.

INTRODUCTION

Prostate cancer (PC) is the second most common cancer and the world’s fifth
leading cause of cancer-related death among men (Ferlay et al. 2015). In the United
States alone it is estimated that 220,800 new cases of PC will be diagnosed in 2015

and that close to 27,500 men will die from the disease (Siegel et al. 2015). In Brazil,
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there were approximately 68,800 new cases of PC in 2014, or an estimated risk of 70
new cases per 100,000 men, ranking first among male cancers, with the exception of
non-melanoma skin cancer (INCA 2014). Age, ethnicity and a family history of PC
are currently the only established risk factors for this disease. Evidence on diet,
especially animal fat and red meat intake, is only somewhat consistent (Hsing &
Chokkalingam 2006). Furthermore, chronic inflammation has been directly
associated with the risk of developing PC (MacLennan et al. 2006).

Chronic inflammation may be lead to tumorigenesis by damaging DNA through
radical oxygen and nitrogen species, enhancing cell proliferation and stimulating
angiogenesis (Coussens & Werb 2002). The importance of inflammation in the
development of PC is highlighted by the finding that approximately 20% of patients
presenting chronic inflammation in the prostate developed PC after a 5 year follow-
up, when compared to patients with no chronic inflammatory changes (MacLennan et
al. 2006). PC tumorigenesis and metastasis is dependent on angiogenesis. The CXC
chemokines are a unique family of cytokines capable of regulating angiogenesis
(Belperio et al. 2000).

The CXC family of chemokines is a chemotactic group of cytokines, defined by
four highly conserved cysteine amino acid residues, with the first two cysteines
separated by a non-conserved amino acid residue (Strieter et al. 1995; Luster 1998;
Belperio et al. 2000). The N-terminus of CXC chemokines dictates their specificity for
binding to their cognate receptors. For example, CXC chemokines that contain a
glutamic acid-leucine-arginine (Glu-Leu-Arg) motif (“ELR” motif; ELR+) in the N-
terminus of the molecule that immediately precedes the first cysteine amino acid
residue are potent promoters of angiogenesis (Strieter et al. 1995; Luster 1998;
Belperio et al. 2000). ELR+ CXC chemokines play an important role in tumor growth
and progression in a number of tumors (Strieter et al. 2004), including PC (Moore et
al. 1999).

Interleukin-8 (IL-8, CXCL-8), a member of the ELR+ CXC chemokine, which
was originally described as a leukocyte chemoattractant (Matsushima et al. 1992),
was subsequently found to possess mitogenic and angiogenic properties (Inoue et al.
2000). Increased expression of IL-8 and its receptors has been characterized in
cancer cells, endothelial cells, infiltrating neutrophils, and tumor-associated
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macrophages, suggesting that IL-8 may function as a significant regulatory factor
within the tumor microenvironment (Waugh & Wilson 2008). Serum levels of IL-8
were found to be significantly elevated in patients with PC (Ferrer et al. 1998; Moore
et al. 1999; Sun et al. 2001; Murphy et al. 2005). These levels are highly correlated
with the stage of the disease and are an independent variable from the ratio of
free/total prostate specific antigen (PSA) (Veltri et al. 1999). Moreover, expression of
IL-8 in PC cells has been shown to correlate with angiogenesis, tumorigenicity, and
metastasis (Sun et al. 2001).

The biological effects of IL-8 are mediated through the binding of IL-8 to two
cell-surface G protein-coupled receptors, denominated CXCR1 and CXCR2 (Holmes
et al. 1991). Of these two high affinity receptors for IL-8, the importance of CXCR2 in
mediating chemokine-induced angiogenesis is fundamental to IL-8-induced
neovascularization (Addison et al. 2000; Heidemann et al. 2003; Strieter et al. 2004).
IL-8 and CXCR2 overexpression may be a risk factor in the development and
progression of solid tumors (Li et al. 2001; Ben-Baruch 2003; Savage et al. 2004;
Brat et al. 2005; Horikawa et al. 2005; Mestas et al. 2005; Wente et al. 2006; Kamali-
Sarvestani et al. 2007; Snoussi et al. 2010; Lee et al. 2012).

Polymorphisms in the promoter regions of cytokine genes may influence PC
development via regulation of the antitumor immune response and pathways of
tumor angiogenesis (McCarron et al. 2002). The IL-8 gene is located on chromosome
4q13-21 and consists of four exons, three introns, and a proximal promoter region
(Mukaida et al. 1989). Several polymorphisms have been identified in IL-8 and
CXCR2 genes (Hull et al. 2000; Renzoni et al. 2000). A common single nucleotide
polymorphism at position -251 of the IL-8 promoter region has been associated with
increased plasma levels of IL-8 (Hull et al. 2000) and with IL-8 promoter activities
(Taguchi et al. 2005). Studies suggests that the IL-8 -251 T/A polymorphism is
related to a greater risk of developing malignant diseases (McCarron et al. 2002;
Ohyauchi et al. 2005; Nasr et al. 2007; Lurje et al. 2008). In addition, several authors
report that the +1208 C/T polymorphism, located in the non-coding region of the
CXCR2 gene, may provide valuable information on pathogenesis and susceptibility to
chronic inflammatory disease (Renzoni et al. 2000) and solid tumors (Kamali-
Sarvestani et al. 2007; Snoussi et al. 2010).
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The present study examined IL-8 -251 T/A (rs 4073) and CXCR2 +1208 C/T
(rs 1801032) polymorphisms in a group of 175 patients with PC and 185 healthy
controls, aiming to identify the potential association between these polymorphisms
and susceptibility and prognostic factors of the disease. To the best of our
knowledge, this is the first study of IL-8 and CXCR2 gene polymorphisms in a

Caucasian Brazilian population with PC.

MATERIALS AND METHODS

Patients and controls

IL-8 and CXCR2 genotype and allele frequencies were determined in a control
group of 185 subjects and 201 patients with PC. Controls and patients were selected
from the same population living in Southern Brazil and participants were not related.
DNA samples from the healthy controls recruited from screening studies and patients
were obtained from the Urology Department of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
in 2012. All subjects were Caucasian. Inclusion criteria for controls were PSA
<4.0ng/ml, normal digital rectal examination, and no family history of PC. The study
was approved by the Research Ethics Committee of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (IRB0000921) and all participants provided written informed consent.

Clinical characteristics were obtained from medical records and included age
at diagnosis, family history (determined by first-degree relatives), smoking history,
pretreatment prostate specific antigen (PSA) level, Gleason score, and clinical stage
[using criteria from the American Joint Committee on Cancer tumor node metastasis
(TNM) cancer staging] (Edge & Compton 2010). All patients included in this study
had prostate adenocarcinoma confirmed by histopathological analyses. Patients
whose tumors showed neuroendocrine features were excluded. These samples
represented a spectrum of histologic types according to the Gleason grading system
(Gleason & Mellinger 1974; Stark et al. 2009). To that end, well differentiated tumors
and those with Gleason scores less than 5 were not considered. Histopathological
information was available for 93% of the subjects.

All participants were Brazilian, most had European and/or African ancestry,



50

and lived in the metropolitan area of Porto Alegre, in Rio Grande do Sul State. None
of the patients had Asian or Native Brazilian ancestry. Twenty one cases (10.4%)
were excluded as no-Caucasian, three had missing values for the pretreatment
predictor variables, and two lacked genotype data due to insufficient DNA and
genotyping failure, leaving a final analysis cohort of 175 men (12.9% of initial cohort).

IL-8 -251 T/A and CXCR2 +1208 C/T genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using a
modified salting out technique, described by Miller SA et al. (Miller et al. 1988). IL-8
and CXCR2 genes were typed in patients and controls using polymerase chain
reaction with sequence-specific primers (PCR-SSP), as described by Kamali-
Sarvestani et al. (Kamali-Sarvestani et al. 2006). As an internal control, (3-globin
specific primers were included in PCR-SSP. For the genotyping of IL-8, 10ul of PCR
reaction mixture were used consisting of 250ng of genomic DNA, 200mmol/L dNTPs,
2.25mMMgCI2, 1 x Taqg DNA polymerase buffer, 2 units of Tag DNA polymerase,
10pmol of each test primer and S5pmol of internal control primers. This was followed
by a touchdown procedure of 25s at 95°C, annealing for 45s at temperatures
decreasing from 68°C (4 cycles) to 61°C (20 cycles), and an extension step at 72°C
for 40s. The annealing temperature for the remaining 5 cycles was 58°C for 40s.
Determination of CXCR2 gene polymorphism was carried out with the same PCR
reaction mixture, except for MgCI2 concentration, which was 1.7mM. The touchdown
procedure applied was similar to IL-8 genotyping except for the annealing
temperatures in the three consecutive steps, which were 70, 65, and 55°C,
respectively. The reaction products of IL-8 and CXCR2 gene amplification were
separated on 2.5% agarose gel, stained with ethidium bromide, submitted to

electrophoresis and visualized under UV transillumination.

Statistical Analysis

Data were analyzed using SPSS for Windows, version 18.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). Sample size was calculated with a significance level of 0.05 and 80%
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power, using WinPepi software. The genotype and allele frequencies of IL-8 and
CXCR2 were tested for the Hardy-Weinberg equilibrium for both patient and control
groups using the chi-square (X?) test. Carrier frequencies for the alleles and their
combinations were compared using Yates’ chi-squared test or Fisher's exact test.
Two-sample t tests, one-way ANOVA, and chi-square testing were used to explore
the bivariate association between PC status and other covariates for continuous and
categorical variables. Risk association between the genotypes, PC susceptibility and
tumor characteristics was estimated by OR and 95% CI using logistic regression
analysis. The model for adjusted OR included age at diagnosis. Statistical
significance was set as P < 0.05. The association between IL-8 and CXCR2
genotypes and clinicopathological parameters was evaluated by Pearson’s X? test.
Clinicopathological parameters were dichotomized as follows: pretreatment PSA
level (<10 versus 210), Gleason score (<7 versus 27), clinical stage [T1-T2 (localized
disease) versus T3-T4 (advanced disease)], and metastatic disease [T1/M1
(negative versus positive)] at diagnosis.

RESULTS

Genotype distribution and allele frequencies for IL-8 -251 T/A and CXCR2
+1208 C/T polymorphisms in 185 controls and 175 patients with PC are shown in
Table 1. The allele frequency of IL-8 and CXCR2 genes were in Hardy-Weinberg
equilibrium in both patients and controls. No significant difference was found between
frequencies of the IL8 -251 T/A and CXCR2 +1208 C/T alleles. The allele frequency
of IL-8 -251A was 0.44 in patients with PC and 0.48 in controls. Furthermore, no
correlation was observed between IL8 and CXCR2 genotype distributions in PC
patients and healthy controls (Table 2).

Mean age at diagnosis was 67 + 7,8 (SD) years for patients and 61 + 7,3
years in controls. One-way ANOVA testing was used to explore the association
between IL-8 and CXCR2 genotype distributions and age at diagnosis, as well as
PSA level and log PSA level. Only IL-8 -251 was statistically significantly associated
with age at diagnosis (P = 0.01); however, the post hoc test (Tukey) showed no

intragroup difference (P = 0.11). There was no evidence of association between |L-8
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and CXCR2 genotypes, and family history of PC and smoking history (all P > 0.13).
Nevertheless, these results should be confirmed in a larger sample of patients, as the

information obtained from the medical records was limited.

Among patients, the median pretreatment PSA level was 9.4 (range 6.0-15.7).
In addition, 54% of patients exhibited a PSA level <10, 47% had a Gleason score <7,
and 82% were diagnosed with clinical stage T1-T2. Overall, 7% of patients had
metastatic disease at time of diagnosis.

The OR estimate for -251A allele carriers was 0.80 (95% CI 0.58-1.09; P =
0.16), adjusted for age at diagnosis. There was no significant difference in allelic and
genotypic frequency distribution between patients and controls, suggesting that the
-251A allele carriers were not susceptible to PC (Table 3).

Distributions of IL-8 -251 T/A and CXCR2 +1208 C/T polymorphisms
according to the clinicopathological parameters of PC are presented in Tables 4 and
5. In order to analyzed the effects of these polymorphisms on tumor characteristics at
diagnosis, the AA genotype for IL-8 and TT genotype for CXCR2 were defined as
high-risk and all data for the other genotypes were calculated accordingly.

Frequency of the CXCR2 +1208 CT genotype was significantly lower in
patients with clinical stage T3-T4 compared to T1-T2 (56.7% versus 80.5%,
respectively). This result demonstrates that carriers of the CXCR2 +1208 CT
genotype had a protective effect for advanced PC, as defined by clinical stage T3-T4
(CT versus CC: adjusted OR = 0.25; 95%, CI 0.08-0.80; P = 0.02). No associations
were found for pretreatment PSA level, Gleason score, and presence of metastatic
disease, or between the SNP for IL-8 -251 T/A and clinicopathological parameters of
PC.

DISCUSSION

Emerging evidence suggests that IL-8 plays an important role in the
pathogenesis of cancer through the modulation of tumor immune response or
enhanced angiogenesis (Coussens & Werb 2002; Grivennikov et al. 2010). IL-8 gene
coding exhibits several functional polymorphisms, fifteen of which have been
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characterized (Hull et al. 2004). Among these, a common SNP at -251 upstream of
the transcriptional start site has been shown to influence IL-8 production, and altered
transcriptional activity of the IL-8 promoter has been confirmed by in vitro studies
(Hull et al. 2000; Lee et al. 2005; Canedo et al. 2008). SNPs in cytokine genes have
been associated with increased inflammation, greater cytokine production and
possibly increased PC risk (Zabaleta et al. 2008a). However, the effects of cytokine
SNPs on PC susceptibility have not been consistent.

The ability of IL-8 to elicit angiogenic activity depends on the endothelial cell
expression of its receptors. CXCR1 and CXCR2 are both expressed by endothelial
cells, but only CXCR2 expression is required for endothelial cell chemotaxis (Addison
et al. 2000). When the function of CXCR2 is blocked, endothelial cell response to IL-
8 is abrogated (Heidemann et al. 2003). Several studies have confirmed the
importance of CXCR2 in mediating the effects of angiogenesis in human
microvascular endothelial cells (Addison et al. 2000; Heidemann et al. 2003). CXCR2
+1208 C/T gene polymorphism has the potential to alter mRNA processing, stability
or translation and is located in the 3’untranslated region of exon 3 (Sprenger et al.
1994). Three single polymorphisms at positions +785 C/T, +1208 C/T and +1440 G/A
were reported in the CXCR2 gene. Several studies have indicated that the +1208
C/T polymorphism located in the non-coding region of the CXCR2 gene may provide
valuable information on pathogenesis and susceptibility to chronic inflammatory
disease and solid tumors (Renzoni et al. 2000; Donahue & Hines 2009; Snoussi et al.
2010).

Given the importance of IL-8 and CXCR2 in tumorigenesis and angiogenesis,
we investigated the relationship between IL-8 -251 T/A and CXCR2 +1208 C/T and
PC. To our knowledge, this is the first report investigating the possible role of CXCR2
+1208 C/T polymorphism in the susceptibility and prognosis factors of this disease.
Our results demonstrated that carriers of the CXCR2 +1208 CT genotype had a
protective effect for advanced PC, as defined by clinical stage T3-T4. No significant
association was observed for pretreatment PSA level, Gleason score and presence
of metastatic disease. Moreover, no significant difference was observed in the
frequencies of IL-8 -251 T/A and CXCR2 +1208 C/T alleles, with no correlation
between IL-8 and CXCR2 genotype distributions in PC cases and healthy controls.
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A study investigated other IL-8 polymorphisms and correlated them with the
degree of disease aggressiveness, demonstrating that Caucasian-American patients
with the IL-8 -47 CT genotype displayed increased risk of aggressive PC (Zabaleta et
al. 2009). McCarron et al. studied a sample of Caucasian individuals and reported
that the IL-8 -251 TT genotype decreased significantly in 238 PC patients compared
to 235 controls. In addition, the data showed a significant correlation and possible
influence of IL-8 on increased log PSA level measured before tumor removal. No
significant associations were observed between cytokine genotype and tumor stage,
grade, disease-free survival, or overall survival (McCarron et al. 2002). However,
controls in this study were not representative of the cases (controls were men and

women, and were drawn from an organ donor bank).

Seven common genetic polymorphisms of cytokines IL-1B, IL-6, IL-8 and IL-10
were examined in White non-Hispanic and Black non-Hispanic men divided into 503
PC cases and 652 controls, with no associations observed for either risk of PC or risk
of advanced disease (Michaud et al. 2006). Another case-control study examined the
most representative SNPs for IL-8 and its receptor (CXCR1 and CXCR2) genes in
584 cases of primary PC and 584 matched controls in order to evaluate if these
SNPs are associated with susceptibility and prognosis of PC. No strong association
was reported between the SNPs for IL-8 -251 (A>T), CXCR1 +860 (C>G) and
CXCR2 -1010 (A>G), subsequent risk of PC or individual prognostic factors among
cases (Yang et al. 2006).

In a prospective study, 17 common SNPs were genotyped in 12 genes,
including IL-8, in 258 white PC cases and 258 matched controls in order to evaluate
the association between SNPs involved in immune response and obesity and PC
(Wang et al. 2009). Results from this study, indicated that carrying the variant A allele
at IL-10 -1082 G>A was associated with an overall increased risk of PC, particularly
organ-confined/low grade disease. IL-10 is an anti-inflammatory cytokine that
regulates both innate and adaptive immunity (Moore et al. 2001). IL-10 may influence
the pathogenesis of PC by inhibiting the production of pro-inflammatory cytokines,
including TNF-a, IL-6, and IL-8 (Moore et al. 2001), and indirectly inhibit tumor
invasion and metastasis (Stearns et al. 1999). None of the other candidate SNPs,
including IL-8, was statistically significant or consistently associated with PC (Wang
et al. 2009).
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Interestingly, a study has shown that in PC, SNPs in cytokine genes are
differentially distributed among African-Americans and Caucasians and interact
differently in both ethnic groups to modify PC risk (Zabaleta et al. 2008b). The
frequency of the -251A allele varies in different geographic areas and ethnic
populations. Moreover, genetic effects of the polymorphism have been shown to vary
from one type of cancer to the other. Even at the same tumor site, results are
conflicting. Consequently, the statistical power of an individual study could be very
limited to efficiently assess the -251A allele (Wang et al. 2012).

Recently, a meta-analysis based on 42 case-controls showed that carriers of
the -251A allele exhibited an overall 12-21% greater risk for the cancer studied. The
carriers of the -251A allele showed an elevated risk of breast, gastric and
nasopharyngeal cancer as well as a reduced risk of PC, but no evidence was found
to indicate that the -251A allele predisposed its carriers to colorectal and lung
cancers. A major concern in this meta-analysis is heterogeneity between the
component studies. When stratified separately according to “racial descent”, it was
found that -251A homozygotes, heterozygotes and -251A alleles increased cancer
risk among the African and Asian group, but not the European group, which may
indicate that the -251A allele is an ethnicity-dependent risk factor for cancer (Wang et
al. 2012).

In this same meta-analysis, the authors analyzed four studies investigating the
association between the -251A allele and PC in Europeans, with 1496 patients and
1518 controls (McCarron et al. 2002; Michaud et al. 2006; Yang et al. 2006; Wang et
al. 2009). The OR estimate for the -251A allele carriers showed no significance
(OR=0.95, 95% CI 0.72-1.25). However, the statistical test indicated significant
heterogeneity among these studies. This finding can be attributed to the data set
from McCarron et al., in which gender and age were statically significant in patients
and controls. After exclusion of this data set, the pooled OR estimate for -251A allele
carriers was 0.83 (95% CI 0.70-0.99) (Wang et al. 2012). It is interesting to note that
our analyses showed that the OR, adjusted for age at diagnosis, was 0.80 for -251A
allele carriers (95% CI 0.58-1.09); the P-value was not statistically significant, but this
result was similar to the OR in the previously mentioned meta-analysis, which
indicated that the -251A allele carriers have a decreased risk of PC.
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The study of genetic variation can elucidate critical determinants in
environmental exposure and cancer, which could have future implications for
preventive and early intervention strategies. More extensive studies are needed to
understand the effect these SNPs may play in predicting the risk of PC and in
modifying the severity and final outcome of the disease (Zabaleta et al. 2008a).

In this regard, the understanding of the complex role chemokines and their
receptors play in cancer and inflammation is a strong possibility for new therapeutic
opportunities (Yan et al. 2006). Since the expression of IL-8 and its receptor CXCR2
has been correlated with enhanced angiogenesis and tumorigenicity, these genes

are attractive targets for the development of anticancer treatments (Sun et al. 2001).

In conclusion, the association observed between the CXCR2 +1208 CT
genotype and stage of disease at PC presentation suggests this chemokine receptor
plays a role in the pathogenesis of this disease. Additional studies of other ethnically
diverse populations should be performed to ascertain whether this gene could be a
marker of PC. Furthermore, studies are needed to examine the functionality of
CXCR2 polymorphisms and better understand the results of association-disease

research.
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Tables

Table 1. Allele and genotype distribution of the IL-8 and CXCR2 SNPs in healthy

controls and PC patients

Healthy control Prostate cancer P-value*®
n % n %
IL8 -251 T/A
T 192 51.89 195 55.71 0.34
A 178 48.11 155 44.29 0.30
TT 55 29.73 54 30.86
TA 82 44 .32 87 49.71 0.32
AA 48 25.95 34 19.43
CXCR2 +1208 C/T
C 183 49.46 167 47.71 0.64
T 187 50.54 183 52.29 0.69
CcC 26 14.05 17 9.71
TC 131 70.81 133 76.00 0.41
TT 28 15.14 25 14.29

*P-values of allels were calculated by Fisher's exact test and genotypes by chi-squared test.



Table 2. Correlation between CXCR2 and IL-8 in healthy controls and PC patients

Healthy Control Prostate cancer P-value*®
n % n %
CXCR2 CC
IL8 T+ 26 50.00 15 4412 0.75
IL8 A+ 26 50.00 19 55.88 0.66
IL8TT 7 26.92 5 29.41
IL8 TA 12 46.16 5 29.41 0.50
IL8 AA 7 26.92 7 41.18
CXCR2 CT
IL8 T+ 135 51.53 146 54.89 0.49
IL8 A+ 127 48.47 120 45.11 0.49
IL8TT 38 29.01 38 28.57
IL8 TA 59 45.04 70 52.63 0.32
IL8 AA 34 25.95 25 18.80
CXCR2TT
IL8 T+ 31 55.36 34 68.00 0.26
IL8 A+ 25 44 .64 16 32.00 0.23
IL8TT 10 35.71 11 44.00
IL8 TA 11 39.29 12 48.00 0.26
IL8 AA 7 25.00 2 8.00

* Chi-square test or Fisher's exact test.

Table 3. The IL-8 -251 T/A and CXCR2 +1208 C/T genotype distributions in healthy controls and in patients with PC

Genotypes Patients (n=175) Controls (n=185) Crude OR (95% CI) P value® Adjusted OR (95% CI)° P-value
n (%) n (%)

IL-8 -251 T/A

T 54 (30.90) 55 (29.70) 1

TA 87 (49.70) 82 (44.30) 1.08 [0.67-1.75] 0.75 0.82[0.48-1.39] 0.46

AA 34 (19.40) 48 (25.90) 0.72[0.41-1.29] 0.27 0.65 [0.35-1.21] 0.17

Alleles

T allele 195 (56.00) 192 (52.00)

Aallele 155 (44.00) 178 (48.00) 0.86 [0.64-1.15] 0.30 0.80 [0.58-1.09] 0.16

CXCR2 +1208 C/IT

cc 17 (9.70) 26 (14.10) 1

TC 133 (76.00) 131 (70.80) 1.55[0.81-3.00] 0.19 1.28 [0.64-2.56] 0.48

T 25 (14.30) 28 (15.10) 1.37 [0.60-3.09] 0.45 1.07 [0.45-2.54] 0.88

Alleles

C allele 167 (47.00) 183 (49.00)

T allele 183 (53.00) 187 (51.00) 1.07 [0.80-1.44] 0.64 1.01 (0.74-1.38] 0.95

@ P value determined by x” test.
® ORs were adjusted for age at diagnosis.



Table 4. Analysis of the IL-8 -251 T/A polymorphism with clinicopathological parameters in PC patients

Genotypes Number of patients (%) Crude OR (95% CI) P value® Adjusted OR (95% CI)° P value
PSA <10 210

TT 26 (29.20) 26 (34.20) 1

TA 45 (50.60) 36 (47.40) 0.80 [0.40-1.60] 0.53 0.67 [0.32-1.39] 0.28
AA 18 (20.20) 14 (18.40) 0.78 [0.32-1.89] 0.58 0.78 [0.32-1.91] 0.58
Alleles

T allele 97 (54.50) 88 (57.90)

Aallele 81 (45.50) 64 (42.10) 0.87 [0.56-1.35] 0.54 0.85[0.55-1.33] 0.49
Gleason score <7 27

TT 25 (30.10) 29 (31.50) 1

TA 44 (53.00) 43 (46.70) 0.84 [0.43-1.66] 0.62 0.75[0.37-1.51] 0.42
AA 14 (16.90) 20 (21.70) 1.23 [0.52-2.93] 0.64 1.24 [0.51-2.99] 0.63
Alleles

T allele 94 (56.60) 101 (54.90)

Aallele 72 (43.40) 83 (45.10) 1.07 [0.70-1.64] 0.74 1.07 [0.70-1.63] 0.77
Clinical stage T1/T2 T3/T4

TT 39 (29.30) 13 (43.30) 1

TA 68 (51.10) 10 (33.30) 0.44 [0.18-1.10] 0.08 0.42[0.17-1.07] 0.07
AA 26 (19.50) 7 (23.30) 0.80 [0.28-2.30] 0.69 0.81[0.28-2.30] 0.69
Alleles

T allele 146 (54.90) 36 (60.00)

Aallele 120 (45.10) 24 (40.00) 0.81[0.46-1.44] 0.47 0.81[0.46-1.43] 0.47
N1/M1 Negative Positive

TT 47 (31.10) 5 (41.70) 1

TA 75 (49.70) 3 (25.00) 0.38 [0.09-1.65] 0.19 0.31[0.07-1.40] 0.13
AA 29 (19.20) 4 (33.30) 1.30 [0.32-5.23] 0.72 1.44 [0.34-6.06] 0.62
Alleles

T allele 169 (56.00) 13 (54.20)

Aallele 133 (44.00) 11 (45.80) 1.08 [0.47-2.48) 0.87 1.09 [0.47-2.54] 0.84

@ P value determined by x“ test.
° ORs were adjusted for age at diagnosis.
TT genotype taken as a hazard ratio of unity, and all data for the other genotypes were calculated against this.

Table 5. Analysis of the CXCR2 +1208 C/T polymorphism with clinicopathological parameters in PC patients

Genotypes Number of patients (%) Crude OR (95% CI) P value® Adjusted OR (95% CI)° P value
PSA <10 210

ccC 8 (9.00) 8 (10.50) 1

CT 70 (78.70) 55 (72.40) 0.79[0.28-2.23] 0.65 0.68 [0.24-1.98] 0.48
TT 11 (12.40) 13 (17.10) 1.18 [0.33-4.20] 0.80 0.98 [0.27-3.57] 0.97
Alleles

C allele 86 (48.30) 71 (46.70)

T allele 92 (51.70) 81 (53.30) 1.07 [0.69-1.65] 0.77 1.02 [0.66-1.59] 0.93
Gleason score <7 27

CcC 9 (10.80) 8 (8.70) 1

CT 64 (77.10) 69 (75.00) 1.21 [0.44-3.33] 0.71 1.11 [0.40-3.08] 0.85
TT 10 (12.00) 15 (16.30) 1.69 [0.49-5.85] 0.41 1.48 [0.42-5.22] 0.54
Alleles

C allele 82 (49.40) 85 (46.20)

T allele 84 (50.60) 99 (53.80) 1.14[0.75-1.73] 0.55 1.10[0.72-1.69] 0.65
Clinical stage T1/T2 T3/T4

ccC 10 (7.50) 6 (20.00) 1

CT 107 (80.50) 17 (56.70) 0.27 [0.09-0.82] 0.02 0.25[0.08-0.80] 0.02
TT 16 (12.00) 7 (23.30) 0.73[0.19-2.80] 0.65 0.69[0.17-2.70] 0.59
Alleles

C allele 127 (47.70) 29 (48.30)

T allele 139 (52.30) 31 (51.70) 0.98 [0.56-1.71] 0.93 0.97 [0.55-1.70] 0.91
N1/M1 Negative Positive

CcC 14 (9.30) 2 (16.70) 1

CT 115 (76.20) 9 (75.00) 0.55[0.11-2.80] 0.47 0.39[0.07-2.14] 0.28
TT 22 (14.60) 1 (8.30) 0.32[0.03-3.85] 0.37 0.21[0.02-2.67] 0.23
Alleles

C allele 143 (47.40) 13 (54.20)

T allele 159 (52.60) 11 (45.80) 0.76 [0.33-1.75] 0.52 0.70[0.30-1.63] 0.41

@ P value determined by x° test.
° ORs were adjusted for age at diagnosis.
CC genotype taken as a hazard ratio of unity, and all data for the other genotypes were calculated against this.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

O CaP é um dos tumores malignos mais diagnosticados em homens e,
apesar da alta incidéncia desta doencga, a sua etiologia ainda ndo € bem esclarecida.
Os unicos fatores de risco comprovados até o momento sdo o aumento da idade,
etnia e historia familiar de CaP. Pesquisadores tém investigado numerosas variantes
genéticas que podem influenciar na biossintese de andrégenos, no metabolismo de
carcinogenos, no reparo de DNA e nas vias de inflamagdo crbnica, mas os

resultados permanecem inconclusivos (2).

Polimorfismos nos genes de citocinas tém sido associados com aumento da
inflamacéao e, possivelmente, maior risco de CaP (112). Neste contexto, evidéncias
crescentes tém demonstrado a influéncia de polimorfismos dos genes da IL-8 e
CXCR2 no desenvolvimento e a progressdo de tumores solidos, através de
mecanismos que envolvem a modulacdo da resposta imune e estimulo a

angiogénese (34-38,40).

Este estudo mostrou uma associagdo estatisticamente significativa entre o
polimorfismo +1208 C/T do gene CXCR2 e CaP, sugerindo que este receptor de
quimiocina desempenhe um papel na patogénese dos tumores prostaticos. O
genotipo heterozigoto CT do gene CXCR2 +1208 foi significativamente menos
frequente em pacientes com estadio avangado de CaP. Esta observagdo ndo havia
sido anteriormente documentada na literatura. No entanto, estudos adicionais em
diferentes populagcbes e etnias, deverdo ser realizados para confirmar estes

achados.

Portanto, a descoberta e definicdo do papel funcional dos genes de citocinas,
na regulacédo da resposta imune inata e adaptativa, pode revelar novos marcadores
de diagnostico, progndstico e potenciais alvos terapéuticos, e podera ter implicagbes

futuras em estratégias de prevencéao e intervengao precoce do cancer.
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ANEXOS

A - PROTOCOLO DE PESQUISA DE COLETA DE DADOS

PROJETO 11-0534

Numero da amostra Prontuario Escolaridade
Iniciais do Paciente Etnia Idade DN
DIAGNOSTICO

Data PSA TR Escore de Gleason
SINTOMAS

() Urinarios ou prostatismo
() Disfungao sexual
() Emagrecimento, dor éssea, sangramento ou trombose

() Outros

HISTORIA MEDICA PREGRESSA

( ) Tabagismo () Etilismo ( ) Obesidade

() Histéria Familiar de CaP Grau de parentesco

( )HAS ( )DM Outras comorbidades
ESTADIAMENTO

Tamanho do tumor
Acometimento de linfonodos
Presenca de metastases

RISCO

( ) Baixo () Intermediario ( )Alto
TRATAMENTO

() Prostatectomia radical Data

( ) Radioterapia Data

() Orquiectomia Data MEDICAMENTOS
() Bloqueio hormonal Data

() Quimioterapia Data

( ) Bifosfonados Data

PSA pré-tratamento Nadir PSA
RECIDIVA

( ) Bioquimica Data PSA

() Sistémica Data Localizagao
CONDUTA

OBSERVACOES
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B — TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO (CASOS)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Senhor,

Este Termo de Consentimento pode conter palavras que vocé nao entenda. Peca
ao pesquisador que explique as palavras ou informagdes nao compreendidas
completamente. O Sr. possui uma neoplasia prostatica também denominada Cancer
de Préstata. As causas que levam ao aparecimento dessa doenga ainda n&o foram
totalmente elucidadas, entretanto alguns fatores de risco ja foram identificados, tais
como fatores genéticos, raciais e dietéticos. Assim, estamos convidando o Sr. a nos
ajudar a compreender os problemas genéticos através do estudo que estamos
realizando. O Cancer de Proéstata € o sexto tipo de Cancer mais comum no mundo e
€ 0 mais prevalente em homens. Alguns fatores como idade, etnia, predisposi¢cao
familiar, dieta altamente caldrica, horménios masculinos sao fatores de risco para o
desenvolvimento desta doenca. O objetivo do trabalho é estudar os genes CXCR2 e
IL-8 em pacientes com Cancer de Prostata.

Estamos solicitando a sua permissdo para analise do seu DNA armazenado. Nao
sera necessario fazermos uma coleta de sangue, somente sua autorizagdo para
utilizacdo do seu sangue armazenado. Com esse sangue, iremos fazer estudos do
DNA (sao substancias que contém todas as informagdes sobre a formag&o do corpo
humano). Iremos comparar os genes de pacientes com Cancer de Préstata e
individuos sadios.

Como os assuntos em medicina evoluem muito rapidamente, o material
armazenado para esta pesquisa podera ser analisado para outros fatores que
possam vir a ser considerados relevantes dentro desta linha de pesquisa, apds nova
avaliacdo do comité de ética. O paciente tem a total liberdade de n&o querer entrar
no estudo, ou de sair do mesmo, quando quiser, sem que isso traga prejuizos no
seu cuidado. Nao ha formas de ressarcimento ou de indenizagcdo decorrentes da
participagdo na pesquisa. Vocé tem o direito de solicitar informagdes e esclarecer
duvidas sobre a pesquisa que venha a participar. A sua identidade sera mantida em
sigilo. Os resultados do estudo serdo sempre apresentados como o retrato de um
grupo e nao de uma pessoa. A sua participagdo neste estudo € muito importante e
voluntaria. Caso haja a necessidade de maiores explicagdes, O Sr. podera telefonar
para 3359-8020 (Servigo de Imunologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre).
Contato: Pesquisadora executora: Mariana Jobim

Esse documento se encontra em duas vias de igual conteudo e valor.

Eu, , (responsavel legal) abaixo
assinado(a), ciente dos termos acima descritos, permito a coleta do sangue para a
pesquisa: “Estudo de polimorfismos dos genes CXCR2 e IL-8 em pacientes
com Cancer de Préostata e Grupo Controle”.
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C — TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO (CONTROLES)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Senhor,

Este Termo de Consentimento pode conter palavras que vocé nao entenda. Peca
ao pesquisador que explique as palavras ou informagdes nao compreendidas
completamente.

As causas que levam ao aparecimento do Céancer de Prostata ainda nao foram
totalmente elucidadas, entretanto alguns fatores de risco ja foram identificados, tais
como fatores genéticos, raciais e dietéticos. Assim, estamos convidando o Sr. a nos
ajudar a compreender os problemas genéticos através do estudo que estamos
realizando.

O Cancer de Prostata € o sexto tipo de Cancer mais comum no mundo e € 0 mais
prevalente em homens. Alguns fatores como idade, etnia, predisposi¢cao familiar,
dieta altamente caldrica, hormbnios masculinos séo fatores de risco para o
desenvolvimento desta doenca. O objetivo do trabalho é estudar os genes CXCR2 e
IL-8 em pacientes com Cancer de Préstata e em individuos saudaveis.

Estamos solicitando a sua permissdo para analise do seu DNA armazenado. Nao
sera necessario fazermos uma coleta de sangue, somente sua autorizagdo para
utilizacdo do seu sangue armazenado. Com esse sangue, iremos fazer estudos do
DNA (sao substancias que contém todas as informagdes sobre a formag&o do corpo
humano). Iremos comparar os genes de pacientes com Cancer de Préstata e
individuos sadios (como o Sr).

Como os assuntos em medicina evoluem muito rapidamente, o material armazenado
para esta pesquisa podera ser analisado para outros fatores que possam vir a ser
considerados relevantes dentro desta linha de pesquisa, apds nova avaliagdo do
comité de ética. O paciente tem a total liberdade de ndo querer entrar no estudo, ou
de sair do mesmo, quando quiser, sem que isso traga prejuizos no seu cuidado. Nao
ha formas de ressarcimento ou de indenizacdo decorrentes da participacdo na
pesquisa. Vocé tem o direito de solicitar informacdes e esclarecer duvidas sobre a
pesquisa que venha a participar. A sua identidade sera mantida em sigilo. Os
resultados do estudo serdo sempre apresentados como o retrato de um grupo e néao
de uma pessoa. A sua participagado neste estudo € muito importante e voluntaria.
Caso haja a necessidade de maiores explicagdes, O Sr. podera telefonar para 3359-
8020 (Servigo de Imunologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre). Contato:
Pesquisadora executora: Mariana Jobim

Esse documento se encontra em duas vias de igual conteudo e valor.

Eu, , (responsavel legal) abaixo
assinado(a), ciente dos termos acima descritos, permito a coleta do sangue para a
pesquisa: “Estudo de polimorfismos dos genes CXCR2 e IL-8 em pacientes
com Cancer de Préostata e Grupo Controle”.




