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RESUMO

Com o envelhecimento populacional, hd um aumento na incidéncia de condicOes cronico-degenerativas,
como a hiperplasia benigna prostatica (HBP) e o cancer de préstata (CaP). O CaP é o tipo de cancer mais incidente
em individuos do sexo masculino no Brasil, enquanto a HBP é a doenca uroldgica ndo maligna mais comum em
individuos nessa populagdo acima dos 50 anos. Devido & grande importancia dos fatores genéticos no
funcionamento celular, que podem contribuir para o desenvolvimento tumoral, o objetivo principal deste trabalho
foi analisar a associagdo de variantes no gene linfoma de células B 2 (BCL2) e no gene NK homeobox 3 (NKX3-1)
em individuos com CaP e HBP. Um total de 291 amostras foi analisado, sendo 101 do grupo controle, 130 do
grupo HBP e 60 do grupo CaP. A genotipagem das variantes foi realizada por meio da PCR em tempo real com
sondas TagMan®. Apesar de outros estudos apontarem para uma possivel associagdo, neste estudo ndo foi
encontrada nenhuma relagéo entre as variantes BCL2 rs2279115 e NKX3-1rs11781886 e o risco de HBP e de CaP.
Mais estudos sdo necessarios para a compreensao deste achado em outras populagfes e com maior tamanho
amostral. No entanto, os resultados encontrados poderdo auxiliar na geracdo de dados a respeito da influéncia de
variantes genéticas na suscetibilidade ao CaP e a HBP na populagdo do Rio de Janeiro.
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ABSTRACT

With population aging, there is an increase in the incidence of chronic degenerative conditions, such as
benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostate cancer (PCa). PCa is the most incident type of cancer among
males in Brazil, while BPH is the most common nonmalignant urological disease among individuals in this
population over 50 years of age. Given the significant role of genetic factors in cellular function, which may
contribute to tumor development, the main objective of this study was to analyze the association of variants in the
B-cell lymphoma 2 (BCL2) gene and the NK homeobox 3 (NKX3-1) gene in individuals with PCa and BPH. A total
of 291 samples were analyzed, including 101 from the control group, 130 from the BPH group, and 60 from the
PCa group. Genotyping was performed using real-time PCR with TagMan® probes. Although previous studies
have suggested a possible association, no association was found in the present study between the BCL2 rs2279115
and NKX3-1 rs11781886 variants and the risk of BPH or PCa. Further studies are needed to better understand this
finding in other populations and with larger sample sizes. Nevertheless, the results obtained may contribute to the
generation of data regarding the influence of genetic variants on susceptibility to PCa and BPH in the population
of Rio de Janeiro.
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INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas tem sido observado o envelhecimento da populagdo brasileira.t
Dessa forma, ha uma tendéncia no aumento da incidéncia de doencas cronico-degenerativas,
cujo desenvolvimento é influenciado por diferentes fatores e acomete principalmente os idosos,
como a hiperplasia benigna prostatica (HBP) e o cancer de prostata (CaP).?

A HBP é a doenca uroldgica ndo maligna mais comum entre individuos com idade acima
de 50 anos e € caracterizada principalmente pela hiperplasia das células prostaticas, podendo
levar ao surgimento de sintomas do trato urinario inferior (LUTS, do inglés, lower urinary tract
symptoms).> 4 J4 o CaP ¢ caracterizado principalmente devido a proliferacdo celular
desenfreada, a ndo ocorréncia de apoptose, a capacidade de invadir outros tecidos, dentre outros
fatores.> De acordo com dados do Global Cancer Observatory® e do Instituto Nacional do
Cancer (INCA)’, o CaP ¢ o segundo tipo de cancer mais comum no mundo e o mais incidente
no Brasil entre individuos do sexo masculino.®’

Diferentes condigdes podem influenciar o desenvolvimento de HBP e CaP, como idade
avancada, tabagismo, obesidade, fatores inflamatdrios e fatores genéticos. Os fatores genéticos
sdo destacados devido a sua influéncia na atividade celular e a potencial contribuicdo para o
desenvolvimento tumoral.> 8 Com isso, dois genes candidatos foram selecionados, a fim de
investigar seu possivel efeito no desenvolvimento de HBP e CaP, o BCL2 (do inglés, B-cell
lymphoma 2) e 0 NKX3-1 (NK3 homeobox 1).

O gene BCL2 esta localizado no cromossomo 18q21.33, possui 3 éxons e codifica uma
proteina presente na membrana mitocondrial externa que é capaz de bloquear a apoptose.® 1°
Essa proteina faz parte da familia BCL-2, que é responsavel pela regulacdo da apoptose e
também estd envolvida na via intrinseca da apoptose, que é de grande importancia para o
desenvolvimento embrionario e prevencdo do cancer.!’ Na tumorigénese, o BCL2 ¢
superexpresso e atua juntamente com outros oncogenes, impedindo a ocorréncia de apoptose,
promovendo o desenvolvimento tumoral e resisténcia a terapias.*?

O gene NKX3-1 esta localizado no cromossomo 8p21.2, possui 2 éxons e codifica uma
proteina que é um fator de transcrigdo homeobox pertencente a familia NK.° Essa proteina atua
na regulacdo de genes que estdo envolvidos com o reparo de danos no DNA e protegéo contra
0 estresse oxidativo.!® Além disso, esse gene ¢ altamente expresso no epitélio prostatico e atua
na regulacao da transcri¢ao de genes que estdo relacionados a proliferacdo e diferenciacéo das
células prostaticas.* Com isso, estudos associam a delecdo ou diminuigio da expressdo desse
gene com o desenvolvimento de HBP, CaP e até mesmo um pior prognéstico neste tipo de

cancer. 415



Desta forma, este estudo tem por objetivo a investigacdo da associacdo de variantes
pontuais nos genes BCL2 e NKX3-1 e da suscetibilidade ao CaP e a HBP em uma coorte de

individuos do estado do Rio de Janeiro.

METODO

Este foi um estudo caso-controle, onde foram selecionados individuos do sexo
masculino com idade igual ou acima de 50 anos através de dois centros colaboradores, do INCA
e da Policlinica de Duque de Caxias - Saude (PDC -Saude), somando um total de 291
voluntarios. Desses, 101 individuos pertenciam ao grupo controle, 130 ao grupo HBP e 60 ao
grupo CaP. O diagndstico foi realizado por médicos das equipes médicas das unidades citadas.
Os critérios de inclusdo selecionados para a formacéo do grupo HBP foram: apresentar sintomas
do trato urinario, que sdo indicativos de alteracdo na prostata, e exames com parametros como
niveis de PSA maiores que 4 ng/mL, alteracBes no toque retal e prostata pesando mais de 30 g.
Os critérios de inclusdo selecionados para a formacao do grupo CaP foram: apresentar sintomas
do trato urinario, que sdo indicativos de alteracdo na préstata, e exames com parametros como
niveis de PSA maiores que 4 ng/mL, alteracdes no toque retal, prdstata pesando mais de 30 g e
bidpsia positiva para malignidade. Individuos sem sintomas caracteristicos de doencas
prostaticas e com resultados negativos nos exames foram designados como o grupo de controle.
O critério de exclusdo para todos os grupos foi a evidéncia de prostatites. O projeto obteve
aprovacdo dos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da UNIGRANRIO (CAAE
88510618.8.0000.5283) e do INCA (CAAE 88510618.8.30025274).

De cada individuo foram coletados 5 mL de sangue periférico. A partir dessas amostras,
foi realizada a extracdo do DNA genémico  utilizando o Kit de extracdo Flexigene (Qiagen®),
seguindo as recomendagdes do fabricante. As amostras foram armazenadas em freezera —16
°C no Laboratério de Genética da Afya Unigranrio (LabGen) para posterior analise molecular.

A genotipagem foi realizada por meio da técnica de PCR em tempo real, utilizando
sondas TagMan®, para analisar variantes nos genes BCL2 (rs2279115 - ¢.-717C>A) e NKX3-
1 (rs11781886 - c.-15G>A). Posteriormente, todos os dados gerados foram compilados para a
realizacdo das anélises estatisticas, como o teste do qui-quadrado de Pearson, Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis e analise de regressdo logistica binaria, utilizando o programa SPSS (versdo

25.0), e a inferéncia dos resultados foi avaliada ao nivel de significancia de 0,05.



RESULTADOS

Todas as variantes genéticas estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. A genotipagem
das variantes BCL2 rs2279115 e NKX3-1 rs11781886 (Tabela 1) ndo mostrou diferenca

estatisticamente significativa.

Tabela 1 - Associacdo das variantes BCL2 rs2279115 e NKX3-1 rs11781886 nos diferentes grupos

estudados
. . Controle HBP CaP -
Gene (Polimorfismo) n=101(%) | n=130 (%) | n= 60 (%) p p#
BCL2 rs2279115
Gendétipo
GG 37 (36,6) 54 (41,5) 28 (46,7) - -
GT 43 (42,6) 52 (40,0) 22(36,7) | 0,526 | 0,280
TT 21 (20,8) 24 (18,5) 10 (16,7) | 0,505 | 0,313
Alelo
G 117 (57,9) | 160 (61,5) 78 (65,0) - -
T 85 (42,1) 100 (38,5) 42 (35,0) | 0,462 | 0,244
NKX3-1 rs11781886
Gendétipo
TT 47 (46,5) 56 (43,1) 32 (53,3) - -
CT 47 (46,5) 70 (53,9) 23(38,3) | 0,414 | 0,335
cC 7(6,9) 4(3,1) 5(83) |0,264 0,939
Alelo
T 141 (69,8) 182 (70,0) 87 (72,5) - -
C 61 (30,2) 78 (30,0) 33(27,5) | 0,959 | 0,597

Legenda: Tabela demonstrando resultados da genotipagem das amostras deste estudo.
p* - nivel de significancia controle vs. HBP, sendo considerado significativo se <0,05.
p# - nivel de significancia controle vs. CaP, sendo considerado significativo se <0,05.
Fonte: Elaborado pela autora

DISCUSSAO

O CaP é o tipo de cancer mais letal entre individuos do sexo masculino no Brasil’,
enquanto a HBP é a doenca uroldgica ndo maligna mais comum em individuos do sexo
masculino com idade acima de 50 anos.* Desta forma, estudos que tenham enfoque na
identificacdo de genes que possam conferir risco para estas doencas sao de extrema importancia.

A investigacdo da influéncia de variantes genéticas no desenvolvimento de HBP e CaP
é de grande importancia, considerando que os fatores genéticos desempenham papéis centrais
nas funcdes celulares, podendo auxiliar na descoberta de novos biomarcadores que auxiliem no
diagnostico precoce, progndstico e até mesmo na elaboracdo de protocolos de tratamento, ja
entrando no ambito da salde de precisdo.

No presente estudo, apesar de néo ter sido encontrada associa¢do em relacdo a variante
BCL2 rs2279115 em nossa amostra, estudos anteriores encontraram resultados que sugeriam o

gendtipo CC como um fator de protecdo®® e o alelo A com um maior risco de desenvolver CaP



e um pior prognostico, provavelmente pela relacdo dessa variante com um aumento na
expressdo de BCL2, consequentemente impedindo a ocorréncia de apoptose.t’

O mesmo foi descrito para a variante NKX3-1 rs11781886, que, apesar de nao ter sido
encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa em nossa amostra, teve o alelo C
associado a uma menor expressdo do gene NKX3-1.1 Além disso, foi sugerido que a baixa
expressdo desse gene poderia levar ao desenvolvimento tumoral, uma vez que este esta
envolvido no auxilio de enzimas de reparo de DNA, na protecdo contra o estresse oxidativo e

na regulacio da proliferacdo das células prostaticas.'” 18

CONCLUSAO

Neste estudo ndo foi encontrada associacdo entre as variantes BCL2 rs2279115 e NKX3-
1 rs11781886 e o desenvolvimento de HBP e CaP nessa amostra da populagdo do estado do
Rio de Janeiro. Para uma melhor compreensdo da influéncia de variantes genéticas na

suscetibilidade ao CaP e a HBP, sdo necessarios mais estudos com um maior grupo amostral.
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