UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

ESTUDO DE POLIMORFISMOS DOS GENES KIR E HLA EM
PACIENTES COM CANCER DE PROSTATA

Pamela Portela da Silva

Orientador: Prof. Dr. Rafael Roesler

Dissertacao de Mestrado

2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

ESTUDO DE POLIMORFISMOS DOS GENES KIR E HLA EM
PACIENTES COM CANCER DE PROSTATA

Pamela Portela da Silva

Orientador: Prof. Dr. Rafael Roesler

Dissertacao de Mestrado

2011



Agradecimentos

Ao Professor Rafael Roesler pela sua orientacao.

Ao Professor Luiz Fernando Jobim, por acreditar no meu trabalho.

A Dra Mariana Jobim pelo incentivo e dedicacdo na realizacdo desta pesquisa.

Ao Professor Walter Koff, pela oportunidade de trabalhar com seus pacientes.

A amiga Patricia Salim, pelo auxilio pratico e com as andlises estatisticas deste trabalho.

A todos os colegas do Servico de Imunologia, pela compreensao e auxilio.

Aos residentes do Servico de Urologia pela ajuda na captacdo dos pacientes.

Aos meus pais, a0 meu irmao e ao meu namorado pelo carinho.



FONTES FINANCIADORAS

O trabalho teve o apoio das agéncias: Conselho Nacional Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FIPE-
HCPA), Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia Translacional em Medicina (INCT-TM) e

Fundagao SOAD de Pesquisas do Cancer.



Sumario

FONTES FINANCIADORAS.......ccoovttisuttiiteiineiiatesstessseseaesesassssasessssesesaesesassssasessssesessesesassssssessssesessesessessanes 4
ABREVIATURAS E SIGLAS .......uuiiiuiiiuteiiteiieesiatessssessse st sssssessssesessesssassssssassssssesassesassssssessssessssssssssssssseses 6
Y 01V 0 8
230113 o N 9
INTRODUGAO. .....ccuertiieresresseiiseesessessessessesessessessessesessessassessasessessessesssessessessessssessessessesesessessessssessessessesenss 10
LY T 0 It 12
1 REVISAO DA LITERATURA.....ccueetrueereereetrseessesessesssssssnsssssessesssssssnsssessssesssssssnssssnssssssassssnssssnsssensesesessensnens 13
1.1 CANCER DE PROSTATA .. .uuiiiiiiiett ittt ettt e et e e e e s a e e e e e s s s bbb e e e e e e e s s s bbb e s e e e e e s s s nnbaaeeas 13
1.2 CELULA NATURAL KILLER .. ctttttiett ittt ie ettt e st s e e e e s bbb s s e e e e e s s abbaa e e s e e e s s sanbaaee s 17
1.3.1 LIGANTES DOS RECEPTORES KIR.....ccccomiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiec ettt 22
REFERENCIAS DA REVISAO DA LITERATURA .......coeueeerrereraeessessssssssssessssessssssssssesssssssssessssssssssessessssnsssenens 27
0 12 1 1 Y 34
2. L OBIETIVO GERAL ..vttiiieeiiiiitttteee e e ettt s e e e s s e b e et e e e s s bbb e st e e e s s s s bbb e et e e e e s s saab b b s et e e e s s s sanbbaeeeeeessaanraaees 34
2.1 OBIETIVOS ESPECIFICOS .uueirrrrieeeeiiiittttteeeee e sttt sttt e e s s s bbb e st e e e s s s s bbb e st e e e e s s sabb b s et e e e s s s ssnbbaeeseeesssanraaees 34

3 ARTIGO ORIGINAL.....cuuuuuuuuunnnnninnnnnnininnnneteiiieeesssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 35
CONSIDERAGOES FINALS .....ccvereeerreeerreresseressssessssesssessssessssssensssessssesssssssssssessssesssssensesessssessesesesesessesessssenes 52
APENDICE ....cucueiniucnseiccssesttesss sttt s st sttt et e a bt e a bt a bt as 54
A — PROTOCOLO DE PESQUISA ..cceitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietttitte ettt ettt e e e e e e e e e e e s s s e s e s s s e s s s e s s s as s s s s as e s s s s aa e s eeaaeaaaseaaeaaeaes 54

B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO = PACIENTES ...vvvvvvvrriurrurrrrsrissssssssissssssssssssssssessssssssssss. 55
C—TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO = CONTROLES ...ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicennnneeennn e 57

2 1 =30 N 59

ANEXO | — CARTA DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA DO HCPA ...t eeeeeee et eeeene e e e eesneareseeeenenneens 59



ABREVIATURAS E SIGLAS

CaP: Cancer de prostata

HLA: Human leukocyte antigen - Antigeno leucocitario humano

HPB: Hiperplasia prostatica benigna

IL: Interleukin - Interleucina

INF: Interferon

KIR: Killer Inmunoglobulin Like receptor - Receptor do tipo imunoglobulina da célula NK

NK: Natural killer cells - Células matadoras naturais

NKT: Natural killer T cells - Células matadoras naturais tipo célula T

PSA: Prostate specific antigen - Antigeno prostatico especifico

CTLs: Cytotoxic T lymphocytes - Linfécitos T citotoxicos

TCR: T cell receptor - Receptor de célula T

TNF: Tumor necrosis factor - Fator de necrose tumoral

GM-CSF: Granulocyte/macrophage-colony stimulating factor - Fator estimulador de

col6nia granulocitico-macrofagico

ADCC: Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity - Citotoxicidade celular dependente

de anticorpo

TGF: Tumor growth factor - Fator de crescimento tumoral



TNRF: Tumor necrosis receptor family — Famila dos receptores de necrose tumoral

Th: Linfdcito T helper — Linfécito T auxiliar

PCR: Polimerase chain reaction - Reacdo em cadeia da polimerase

SSP: Sequence specific primers - Sequéncia de primers especificos



RESumMO

O cancer de préstata é o segundo cancer mais comum entre homens, uma vez que tanto a
incidéncia como a mortalidade aumentam exponencialmente apds a idade de 50 anos. As
células Natural Killer (NK) fazem parte do sistema imune inato e reconhecem moléculas de HLA
de classe | na célula alvo, através de seus receptores de membrana, chamados killer
immunoglobulin-like-receptors (KIR). O objetivo desse estudo foi avaliar a associacdo entre os
genes KIR e HLA em pacientes com cancer de prostata e grupo controle. Genotipamos 200
pacientes com diagndstico de cancer de prdstata e 185 pacientes sauddveis para os genes KIR e
HLA classe | por PCR-SSP. Quando comparados os grupos, ndo foram encontradas diferencas
significativas para HLA-C do grupo 1 e do grupo 2, HLA-Bw4, HLA-A3 e A11. Nenhuma diferenca
foi observada na frequéncia dos genes KIR nos pacientes com cancer de prostata e nos
controles. Esses resultados sugerem que nao ha potencial papel para o sistema dos genes KIR no

cancer de prostata.

PALAVRAS-CHAVE: Antigeno leucocitario humano, Células natural killer, Cancer de prdstata, Genes

KIR



ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common cancer among men, since both incidence
and mortality exponentially increases in men over fifty years of age. Natural killer cells (NK) are
part of the innate immune system recognizing class | HLA molecules on target cells through their
membrane receptors, called killer immunoglobulin-like receptors (KIR). The aim of our study
was to evaluate the association between the KIR genes and HLA alleles in patients with prostate
cancer and healthy controls. Two hundred prostate cancer patients and 185 healthy controls
were typed for HLA class | and KIR genes by PCR-SSP. When both groups were compared, no
significant differences were found for HLA-C group 1 and group 2, HLA-Bw4, HLA-A3 and Al1.
No difference was seen either in KIR frequency between patients with prostate cancer and
controls. In conclusion, our data suggests no potential role for the KIR gene system in prostate

cancer.

KeywoRrps: Human leukocyte antigen; Killer cell immunoglobulin-like receptor; Prostate cancer;

Natural killer cell



INTRODUCAO

O cancer de proéstata (CaP) é a segunda neoplasia maligna mais incidente entre homens
sendo que a incidéncia é maior que 30% em homens com idade superior a 50 anos, aumentado

. , . 1,2
progressivamente até aproximadamente 80% aos 80 anos ™.

A causa do CaP ainda ndo é bem compreendida, e por isso tem sido alvo de grande
guantidade de estudos cientificos, especialmente na area da genética. Muitos deles propéem

associacdes entre polimorfismos genéticos”.

As células Natural Killer (NK) sdo linfocitos que diferem das células T e B.
Morfologicamente sdo maiores e apresentam citoplasma granular. Sdo capazes de mediar a
resposta do sistema imune inata contra células infectadas virais e células malignas
transformadas. Portanto, possuem habilidade de matar tumores ou células infectadas por virus,
implicando que durante a resposta imune, podem provocar um ataque direto as células

alvo®*,

Quando a expressao do HLA (Human leukocyte antigen) de classe | esta diminuida como
durante uma transformacao tumoral, a célula NK pode ser ativada levando a morte da célula
alvo. A célula NK é regulada por um balanco entre os sinais que sdo gerados a partir de
48-49.

receptores de ativacao e de receptores de inibicao
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Estes receptores sdo chamados de killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR) e sdo
representantes da familia das imunoglobulinas presentes na superficie celular, sendo expressos
em células NK e em alguns linfécitos T. Estdo localizados no braco longo do cromossomo 19 e
sdo divididos em grupos funcionais inibidores e ativadores, que conforme a interacdo com seus

respectivos ligantes podem gerar um “balanco”, evitando ou causando a lise da célula alvo®>2,

O presente trabalho tem como objetivo estudar a associacdo dos genes KIR e HLA com o
cancer de préstata. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, sob o numero 09-277.
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JUSTIFICATIVA

As células NK e os genes KIR tém uma importante e comprovada relagdo com o cancer.
As identificagdes de polimorfismos dos genes KIR e HLA de classe | com o cancer de prdstata
poderiam oferecer melhor compreensdo sobre o possivel papel das células NK no controle do

crescimento tumoral.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 CANCER DE PROSTATA

O céancer de proéstata (CaP) é o segundo cancer mais diagnosticado e a sexta causa de
morte em homens, representando 14% do total de novos casos de cancer e 6% do total de
mortes por cancer em homens no ano de 2008. A prevaléncia do CaP aumenta com a idade,
com média de diagndstico aos 72 anos, sendo uma doenca que afeta predominantemente

. 1,2
homens mais velhos ™.

O CaP envolve a proliferacdo de células epiteliais localizadas predominatemente na zona
periférica da glandula prostatica. Sua causa ainda ndo é bem compreendida, embora alguns
fatores possam influenciar em seu surgimento. Esses fatores podem ser enddgenos como
alteracdes hormonais e histdria familiar, ou exdgenos como dieta, agentes ambientais,
exposicdo a radiagGes ou substdncias quimicas. Além disso, a idade, raca e estresse oxidativo

também sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento do CaP*”.

A maioria dos tumores prostdticos é assintomatica, desenvolvendo-se de forma lenta e
silenciosa, contudo alguns sintomas podem ser percebidos, geralmente associados com
alteracdo urinaria. O diagndstico precoce e o tratamento do CaP sdo fatores determinantes para

a sobrevida e progndstico dos pacientes®®.

Os métodos utilizados para o diagnéstico do CaP incluem o exame do toque retal, a

dosagem sérica do antigeno prostatico especifico (PSA- Prostate specific antigen), a ultra-

13



sonografia transretal e a bidpsia da prostata. O teste do PSA em conjunto com o toque retal sdo
considerados essenciais para diagndéstico do CaP. As diretrizes da American Cancer Society
recomendam que o PSA e o toque retal sejam realizados a partir dos 50 anos, anualmente, e

para homens com histdria familiar da doenca, a partir dos 40 anos”*°.

Os niveis de PSA na faixa de 2,5 a 4 ng/ml, juntamente com o toque retal, sdo
comumente utilizados como limite para a decisdo de realizar uma bidpsia de prostata. Isto é,
principalmente, devido ao fato de que o PSA ndo é um marcador especifico para o CaP, pois
seus niveis séricos aumentam na hiperplasia prostatica benigna (HPB) e sdo afetados por outros
fatores, como medicamentos, manipulacdo urolégica e inflamacdo. No entanto, o PSA tem alto
valor prognostico, visto que seus niveis estdo diretamente relacionados a progressdo ou
regressao do tumor. Assim, pode-se avaliar a eficiéncia do tratamento pela diminuicdo das

~ ;. 11-1
concentracdes séricas do PSA 3,

O diagndstico definitivo do CaP é realizado pelo estudo histopatoldgico do tecido obtido
pela bidpsia da prostata, que avalia o grau de diferenciacdo do tecido utilizando o Escore de
Gleason. Esse sistema estd baseado no nivel de diferenciagdo e do padrdo de crescimento das
células cancerosas, além de auxiliar na determina¢ao do tratamento para o paciente. Os escores

totais variam de 2 a 10. Em geral, quanto maior o escore, pior o prognésticol4'15.

O CaP pode ter efeitos muito varidveis, dependendo da idade do paciente, do potencial
de extensdao do tumor e do seu grau de malignidade e agressividade. De acordo com esses
parametros, foi adotado um sistema de estadiamento “TNM” desenvolvido pelo The American
Joint Committee on Cancer, que descreve os estagios do cancer. Nesse sistema o “T” se refere a

14



extensdo do tumor primario, “N” a auséncia ou presenca e a extensdo de metastase em

linfonodos regionais e “M” a presenca ou auséncia de metastase & distancia™®"’.

O tratamento para o CaP pode aumentar a sobrevida de muitos pacientes. Para o
tratamento da doenca inclui-se, principalmente, a prostatectomia radical, que é a remocao
cirargica de parte ou de toda a prdstata; a radioterapia, que usa radiacdo externa com isdtopos
radioativos; a braquiterapia, a qual utiliza o implante de “sementes” radioativas; a
administracdo de bloqueadores hormonais; e a observacdo vigilante, que é uma opcao
empregada apenas em pacientes com tumores de baixo grau histoldgico. A opcdo de
tratamento tem aplicacdo variada conforme o caso, dependendo do estadiamento clinico, se o

, . ) 18-2
tumor é localizado, localmente avancado ou metastatico™®%.

Mesmo utilizando parametros clinicos como o Escore de Gleason, niveis séricos de PSA e
estadiamento do tumor, ainda é dificil predizer o prognodstico dos pacientes. Atualmente,
estudos moleculares representam uma nova possibilidade de auxilio a esses parametros, sendo

gue muitos deles propdem associa¢des entre polimorfismos genéticos e a doengau'zz.

Um destes estudos foi a descoberta da relagao entre o CaP e o nimero de repeti¢bes da
sequéncia nucleotidica “CAG” no gene do receptor de androgénios (AR), gene altamente
polimdrfico que codifica este receptor, diretamente envolvido na doenga. O trabalho relatou
gue um menor numero de repeticGes “CAG” no gene AR estd associado a um maior grau de

agressividade do tumor®’.
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Também foi proposta uma relacdo entre o polimorfismo do gene CYP17 e o CaP, e a
conclusao foi que individuos com o alelo CYP17 A2 apresentam mais chance de desenvolver a

patologia”.

Outros estudos propuseram ainda uma relacdo entre o polimorfismo do gene do
receptor de vitamina D (VDR) e o CaP, indicando que homens com o genétipo recessivo para
este gene apresentam apenas 1/3 de chance de desenvolver a doenga, em comparagdo com os

.2
demais®.

A associacdo de genes com evidéncias experimentais e o CaP foi mostrada em um estudo
de metandlise, que identificou um numero considerdvel de novos genes candidatos ao
desenvolvimento da doenca. Foram identificados 10 genes, sendo CDC2, CCNA2, IGF1, EGR1,
SRF, CTGF, CCL2, CAV1, SMAD4 e AURKA, centros que formam uma rede de interacdo e,

portanto, é provével que sejam os condutores primarios no desenvolvimento do CaP?®.

Outro trabalho recente quantificou e comparou os niveis de metilagdo absoluta entre 28
genes candidatos, utilizando 48 amostras de CaP e 29 amostras de HPB, usando o método de
pirosequenciamento para identificar genes com potencial diagndstico e progndstico. No geral,
20 dos 28 genes investigados foram capazes de distinguir entre HBP e tecidos de cancer, como o
RARB que mostra perfeita habilidade de discriminagdo. Os resultados sugerem que enquanto a
metilacdo de alguns genes demonstra caracteristicas mais promissoras para o diagnéstico, como
RARB, HIN1, HLAa e GSTP1, outros, como SFN, SLIT2 e SERPINB5, merecem uma validagcao

adicional como marcadores de progndstico®’.
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Uma vantagem da descoberta e da definicdo do papel funcional dos genes que sao
diferencialmente expressos no CaP seria a utilizacdo destes genes como novos potenciais
marcadores para diagndstico, progndstico e estadiamento, bem como potenciais alvos de

terapia do CaP?.

1.2 CELuLA NATURAL KILLER

As células Natural Killer (NK) sdo um subtipo de linfécitos que fazem parte da imunidade
inata para defesa do organismo contra patégenos infecciosos invasivos e transformacoes
malignas, através de citocinas e atividade citolitica. Desde a década de 1980, as células NK
foram consideradas a primeira linha de defesa contra células tumorais. Nessa época, foi
demonstrado que essas células tinham atividade citotdxica contra diversos tipos de leucemias,

, .. . . 2
tanto de células primarias quanto de linhagens estabelecidas®®*°.

S3ao encontradas no sangue periférico e bago, raramente em outros tecidos linfoides,
pulmado, trato gastrointestinal e no Utero gravidico, sendo 10-15% das células mononucleares
circulantes do sangue. Apresentam marcadores de superficie CD16 e CD56 e auséncia do

receptor de célula T (TCR). Fenotipicamente, as células NK s3o CD3'CD2'CD16'CD56'CD14 CD19

31-32

Essas células se diferem das células T e B, sendo de baixa densidade, linfécitos granulares
grandes que se desenvolvem e diferenciam principalmente na medula dssea, e depois entram

na circulagdo. Assim como os granulos dos linfécitos T citotdxicos (CTLs), os granulos das células

17



NK contém perforinas e granzimas, ambos importantes na funcdo citotéxica. Os granulos podem

estar presentes em varias formas, dependendo do estagio de ativacdo celular’***.

Funcionalmente, as células NK s3do uma fonte importante de citocinas de
imunorregulacdo, como interferon gama (IFN-y), fator de necrone tumoral alfa (TNF-a), fator
estimulador de col6nia de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) e Interleucinas (IL-3, IL-5, IL-10,
IL-13), que regulam a fungdo de macroéfagos, linfécitos, hemacias e células dendriticas. As
células NK também tém atividade citotdxica direta ou natural contra algumas células infectadas
por virus, células leucémicas e outras células tumorais e também mediam citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity- ADCC), por forca da
expressdo do CD16, sendo efetoras na imunidade inata contra tumores e células infectadas por

virus>>’,

A atividade das células NK é estimulada, principalmente, pelas citocinas IL-2, IL-12, IL-15
e IL-18. A IL-2, através das cadeias B e y das células e do receptor (IL-2R), estimula a proliferacao
e as fungdes efetoras das células NK. A IL-12 ativa as células NK, promove secre¢ao de INF-y
pelas células NK e células T e acelera a atividade citotdxica das células NK e dos CTLs. A IL-15,
que é produzida principalmente por macréfagos, também tem um papel importante na ativacao
celular, aumentando a resposta contra virus. E, enfim, a IL-18 sinergiza com a IL-12, estimulando

a producdo do INF-y pelas células NK e pelas células T2,

Durante a resposta imune, as células NK podem provocar ataque direto as células alvo e
interagir com células dendriticas. Para isso, elas usam dois diferentes mecanismos citoliticos,
como a apoptose ativada por granulos, com liberacdo de perforinas e granzimas e a apoptose

18



induzida pela interagdo Fas/FaslL, da superfamilia dos receptores de necrose tumoral (TNRF).
Muitas células tumorais ndo expressam Fas (receptor que se liga a FasL), mas as células NK
podem diretamente induzir a expressdo de Fas em células tumorais através da secrecdo de

TNEAS3

A atividade citolitica e a producdo de citocinas pelas células NK estdo reguladas por
diversos receptores de superficie, também presentes em alguns linfécitos T, e responsaveis pela
identificacdo de agentes infecciosos e de células transformadas. Os receptores compreendem
familias distintas. A primeira familia a ser descoberta é chamada de familia do receptor killer
semelhante a lg (killer Ig-like receptor — KIR). A segunda familia consiste nos transcritos
semelhantes a lg, chamada de ILTs (/g-like transcripts), também chamados de LIRs (leukocyte Ig-
like receptors), expressos em células B e T, ndo sendo especifico das células NK. A terceira
familia consiste em heterodimeros compostos da lectina C NKG2 co-valentemente ligada ao
CD94 (CD94/NKG2A, ligante do HLA-E com funcdo inibidora; e NKG2D, ligante do MICA com

funcdo ativadora)**™’.

1.3 REcePTORES KIR

Os receptores KIR sdo representantes da familia das imunoglobulinas presentes na

superficie celular, sendo expressos em células NK e em alguns linfécitos T (NKT)*3°.

Localizados no cromossomo 19g13.4, na regido do complexo de receptores leucocitarios

(LRC), os receptores KIR possuem 17 genes descobertos até o momento, sendo divididos em
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grupos funcionais inibidores e ativadores. Qito receptores KIR sdo inibidores (2DL1, 2DL2, 2DL3,
2DL5A, 2DL5B, 3DL1, 3DL2 e 3DL3), sete sdo ativadores (2DL4, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5 e
3DS1) e dois pseudogenes (2DP1 e 3DP1). Destes, quatro genes KIR (3DL3, 3DP1, 2DL4, 3DL2)
estdo sempre presentes e sao considerados genes estruturais, pois sugerem certa estabilidade

em relag3o a recombinagio genética®® 2.

A nomenclatura dos receptores KIR esta baseada na estrutura da cauda citoplasmatica

do gene e no numero de dominios extracelulares de imunoglobulina (Figura 1).

KIR2ZD
M

' T

Type 1 Type 2 KIR3D
I - N — o~ - =,
KIRZDNL KIR2D'S KIR2DL KIRIDL KIRIDL KIRID'S

' ' . | ! v
KIRZ2D L1 KIR2D51 KIR2DL4 KIRZD LA KIRIDLY KIR3D 51

KIR2DL23 KIRZ2DS2 KIR2DL5A KIR3ID L2
KIR2D53 KIR2DL3E
KIR 2054
KIR2D55

Figura 1: Estrutura dos genes KIR (Steven Marsh, Anthony Nolan Institute, UK)
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Os receptores inibitdrios, que evitam a lise da célula alvo, possuem uma cauda
citoplasmatica longa, por isso a denominacdo da letra “L” (long). Ja os receptores ativadores,
gue causam a lise da célula alvo, receberam a denominacdo da letra “S” (short) devido a causa

citoplasmatica curta>>>".

Os receptores que possuem cadeias citoplasmaticas longa tém dois motivos moleculares
inibitérios (immunoreceptor tyrosine-based inibition motifs — ITIMs) que iniciam a inibicdo das
células NK e células T com atividade citotdxica pelo recrutamento de fosfatases da tirosina. A
cadeia citoplasmatica curta transmite sinais ativadores através da sua interacdao com o DAP-12,
gue contém motivos moleculares ativadores (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs

— ITAMs)>>°,

Os dominios extracelulares sdo responsaveis pelo reconhecimento da célula alvo. Alguns
possuem dois dominios de imunoglobulina (denominados 2D) e outros possuem trés dominios
de imunoglobulina (denominados 3D). Os trés dominios existentes sdao conhecidos como DO, D1
e D2. Os receptores com dois dominios podem ser de tipos diferentes: o tipo 1 possui os
dominios D1 e D2 (KIR2DL1/2/3 e KIR2DS1/2/3/4/5), devido a remogdo do exon 3, e o tipo 2

possui os dominios DO e D2 (KIR2DL4/5), por causa da delecdo do exon 472,

A ordem dos genes KIR no cromossomo foi determinada em duas categorias, haplétipo A
e B (Figura 2). O haplétipo A tem como caracteristica a dominancia dos genes que inibem os
receptores (2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1, 3DL2 e 3DL3), existindo somente um gene ativador (2DS4).
Ja o haplétipo B, é marcado por varias combinagdes de 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1 e 2DS4 e
também pela presenca de 2DL2 e auséncia de 2DL1 e 2DL3 como inibidores. Os genes
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estruturais 3DL3, 3DP1, 2DL4, 3DL2 estdo presentes em todos (ou quase todos) os hapldtipos. A

variacdo de haplétipos ja foi demonstrada através do estudo de diferentes populagdes® °*.

Cromossomo 19

Haplotipo A

Figura 2: Hapldtipos dos Genes KIR

1.3.1 LIGANTES DOS RECEPTORES KIR

As células NK reconhecem as moléculas do Antigeno Leucocitdario Humano (human
leukocyte antigen — HLA) de classe | cldssicas (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e ndo cldssicas (HLA-E e
HLA-G), presentes nas células, por intermédio desta familia de receptores de superficie
envolvida na sua atividade citolitica. Com isso, a atividade da célula NK depende de um
determinado antigeno HLA de classe | expresso na superficie das células e de um KIR especifico,

ativador ou inibidor, expresso na célula NK (Tabela 1)°**.
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KIR Inibidor Ligante HLA

KIR2DL2 e KIR2DL3 HLA-C Grupo 1(Cw 1, 3,7, 8, 13,14)
KIR2DL1 HLA-C Grupo 2 (Cw 2, 4,5, 6, 17,18)
KIR3DL1 Bw4 (B8, 27, 51, 53, 58, 13, 44, 52, 57)
KIR 3DL2 HLA-A (A3, 11)

KIR 2DL4 HLA-G

KIR Ativador Ligante HLA

KIR2DS2 HLA-C Grupo 1 (Cw 1, 3, 7, 8, 13,14)
KIR2DS1 HLA-C Grupo 2 (Cw 2, 4, 5, 6, 17,18)
KIR3DS1 Bw4 (B8, 27, 51, 53, 58, 13, 44, 52, 57)

Tabela 1: Receptores KIR e seus respectivos ligantes

A especificidade da interacdo KIR/HLA é definida por um dimorfismo do HLA-Cw na
posicdo 80 e um dimorfismo na posicao 44 do receptor KIR. O dimorfismo nas posicées 77 e 80
da sequéncia do aminoacido definem dois grupos do HLA-C distintos serologicamente: o grupo 1
(C1) caracterizado pela Ser77/Asn80 e o grupo 2 (C2) que apresenta Asn77/Lys80. O grupo C1
consiste do HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -Cw8, -Cw13, -Cw14 e o grupo C2 é composto do HLA-Cw?2, -
Cw4, -Cw5, -Cwb, -Cw17, -Cw18, sendo que KIR 2DL2, 2DL3 e 2DS2 sao ligantes do HLA-C1 e KIR

2DL1 e 2DS1 reconhecem o HLA-C2°4%,

O HLA-B pode ser dividido em dois grupos: Bw4 e Bw6. KIR3DL1/KIR3DS1 interagem com
o HLA-Bw4 (que difere do Bw6 devido a um polimorfismo na posicdao 77 e 80). O KIR3DL1
interage com moléculas HLA-B quando sorologicamente forem Bw4, sendo que, se essas
apresentarem isoleucina (lle) na posi¢cdo 80, acontece maior inibicdo de lise mediada pela célula

NK. N3o se conhecem interacges de alta afinidade com moléculas Bw6%®°.
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A molécula KIR2DL4 liga-se com HLA-G, tipo ndo classico de HLA, com pouco
polimorfismo e expresso em células endoteliais do timo, de trofoblastos fetais e cérnea. As
células NK em repouso podem ser estimuladas a produzir citoquinas e quimiocinas por HLA-G
soltvel. A atividade das células NK é regulada por um equilibrio entre os sinais provocados por

69,70

receptores ativadores e inibidores”™ "~ (Figura 3).

A c

Receptor Receptor
Inibitério Inibitério
MHC
e
-
Receptor
Ativador
Receptor
% Ligante
Attvador Ativador
B LlSE D SEM LISE
Receptor
Receptor lmbnéno g

Inibitério

@ -
Receptor \. > j
Ativador $ ':‘:':v‘m ngante

Ativador

Figura 3: Ativacdo e inibicdo das células NK com a célula alvo”

Em A, o sinal inibidor prevalece por ndo haver ligagdo de nenhum receptor ativador. Em B, ha
ligacdo de receptor ativador na auséncia de sinais inibidores, de forma que ocorre lise da célula
alvo. C e D representam situagdes em que ocorrem simultaneamente ligacdes de receptores

ativadores e inibidores. Se houver mais sinais ativadores do que inibidores, ocorre lise da célula
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alvo. Por outro lado, se houver mais sinais inibidores do que ativadores (D), a célula alvo sera
protegida. As células NK estdo sempre prontas para matar. Elas fazem um processo continuo de
vigilancia imunoldgica, averiguando se todas as células estdao expressando corretamente as

moléculas HLA".

1.3 CELuLASs NK E CANCER

A célula NK tem a capacidade de atacar células tumorais e a deficiéncia delas leva a
expansdo do tumor. Entretanto, elas ndo possuem a capacidade de inibir o seu
desenvolvimento. Ainda, a atividade de morte da célula tumoral da-se particularmente pelas

citocinas IL-12, IL-15 e IL18"%.

As células NK podem destruir muitas células tumorais, especialmente aquelas que
possuem expressao reduzida do HLA classe | e podem escapar da lise dos linfdcitos T citotéxicos.
As células NK também podem responder na auséncia de moléculas de HLA classe |, pois o

reconhecimento dessas moléculas libera sinais inibidores para célula NK’2.

A atividade das células NK foi medida em pacientes de cancer de préstata ndo tratados e
o resultado mostrou que o nivel da atividade destas células estava correlacionado com a
presenca de células tumorais na circulacdo, sendo que nos individuos livres de tumor a atividade

da célula NK estava reduzida’®.

Ha evidéncias de que as células NK possuem uma potente atividade citotdxica em

linhagens celulares de pacientes com cancer de prdstata em estagio avangado. Alguns estudos
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relacionados com cancer e o polimorfismo dos genes KIR tém sido citados na literatura, como

cancer de rim, cervical, nasofaringeo, coloretal, laringe e de bexiga’>”%.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o polimorfismo dos genes KIR e HLA classe | em pacientes com cancer de

prostata (CaP) e grupo controle.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a frequéncia dos diversos polimorfismos dos genes KIR (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4,
2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DP1, 2DS5, 3DS1) através do método
PCR-SSP, em pacientes com CaP e grupo controle;

e Avaliar a interagdao dos genes HLA classe | (C1, C2, Bw4, A3, A11), ligantes dos genes KIR,

através do método PCR-SSP, em pacientes com CaP e grupo controle.
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common cancer in men, with a significant increase of
incidence and mortality in men over fifty years of age. Natural killer cells (NK) are part of the
innate immune system recognizing class | HLA molecules on target cells through their
membrane receptors, called killer immunoglobulin-like receptors (KIR). The aim of our study is
to evaluate the association between the KIR genes and HLA alleles in patients with prostate
cancer and healthy controls. Two hundred prostate cancer patients and 185 healthy controls
were typed for HLA class | and KIR genes by PCR-SSP. When both groups were compared, no
significant differences were found for HLA-C group 1 and group 2, HLA-Bw4, HLA-A3 and A11.
No difference was seen either in KIR frequency between patients with prostate cancer and
controls. In conclusion, our data suggests no potential role for the KIR gene system in prostate

cancer.

Key words:
Human leukocyte antigen; Killer cell immunoglobulin-like receptor; Prostate Cancer; Natural

killer cell
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1. INTRODUCTION

Prostate cancer (PCa) is one of the most common solid tumors in men; its metastatic
form represents the second cause of cancer-related death (Flavin et al., 2011; Peraldo-Neia et
al., 2011). Although some risk factors for PCa have been already described, further studies are
needed to better explain the causes of the disease. These factors may be endogenous, related
to hormonal changes and family history, or exogenous ones that entail environmental radiation,
or chemicals. In addition, age, race and oxidative stress are also considered to be risk factors for

the development of PCa (Bostwick et al., 2004; Mcdowell et al., 2009).

Several studies have suggested the involvement of genetic factors in PCa risk. Evidence
for this concept comes from studies of relatives of patients with PCa (Lichtenstein et al., 2000)
and from studies in patients with abnormalities in well known cancer-associated genes such as
BRCA2 and BRCA1 (Struewingn et al., 1997). Genome-wide association studies have also
encountered genetic variations in the form of single-nucleotide polymorphisms (SNPs) which
have been associated with a greater risk of PCa. Each SNP has only a moderate association, but
when SNPs are combined, the association may be stronger (Zhen et al., 2008). Individuals with
the CYP17 A2 allele, have greater chances of developing PCa (Lunn et al., 1999; Souiden et al.,
2010). Another study has found a relationship between PCa and the number of repeats of the
"CAG" nucleotide sequence in the androgen receptor (AR) gene. This study has reported that a
lower number of “CAG” repetitions in the AR gene are associated with a higher degree of tumor
aggressiveness (Giovannucci et al., 1997). A relationship between the gene polymorphism of the
vitamin D receptor (VDR) and PCa has been also proposed, thus men with the recessive
genotype for this gene have only one third of a chance of developing the disease (Taylor et al.,

1996).
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Natural killer (NK) cells participate in innate immunity and have the ability to kill tumor
and virus-infected cells (Parham, 2005). Class | HLA molecules are recognized by the presence of
NK cells through their killer immunoglobulin-like receptors (KIR). KIR receptors are divided into
functional inhibitor groups that prevent target cell lysis, as well as activators that incite cell lysis
(Boyton et al., 2007; Parham, 2004). When the expression of class | HLA is decreased or
deficient, such as during tumor transformation, the inhibitory signal is weakened and the NK cell
is activated, hence leading to target cell death (Parham, 2005; Borrego et al., 2002). Based on
the dimorphism in position 80 (epitope for KIR binding), all HLA-C alleles can be divided into two
groups: the C1 group carrying asparagine, and the C2 group carrying lysine at this position
(Winter et al., 1997; Guethlein et al., 2002). The C1 group consists of HLA-Cw1, -Cw3, -Cw7, -
Cw8, -Cw13, -Cw14. The C2 group consists of HLA-Cw2, -Cw4, -Cw5, -Cw6, -Cw17, -Cw 18.
KIR2DL2, 2DL3 and 2DS2 bind HLA-C1 ligands, whereas KIR2DL1 and 2DS1 bind HLA-C2 ligands.
The inhibitory KIR3DL1 recognizes HLA-B Bw4 allotypes and KIR3DL2 binds HLA-A3 and HLA-A11
(Long et al., 2008; O’ Connor et al., 2007). Located on chromosome 19q13.4, KIR receptors have
had 17 genes found so far. Eight KIR receptors are inhibitory (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL5A, 2DL5B,
3DL1, 3DL2 and 3DL3), seven are activators (2DL4, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5 and 3DS1) and
two are pseudogenes (2DP1 and 3DP1). Four in these genes (3DL3, 3DP1, 2DL4, 3DL2) are

always present and considered framework genes (Wilson et al. 2000, Rajalingam et al., 2001).

A group of patients with untreated prostate cancer was evaluated for NK activity with
and results show that the level of activity of these cells was correlated with the presence of
tumor cells in blood circulation, considering that NK cell activity was reduced in tumor-free
individuals (Tarle et al., 1993). There is evidence that NK cells hold potent cytotoxic activities in
cell lines from patients with advanced prostate cancer (Oikawa et al., 2003). Some studies
focusing on the relationship between cervical, nasopharyngeal, colorectal, larynx, bladder,
kidney and breast cancer with the polymorphism of KIR genes have been described (Carrington

et al., 2005; Butsch Kovacic et al., 2005, Middleton et al., 2007; Ozturk et al., 2011).
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In the present study, we examined 15 KIR genes and HLA ligands in a group of 200
prostate cancer patients and compared them with findings in 185 healthy controls, aiming at
the identification of patterns of KIR genotypes and HLA ligands that could be more clearly
associated with susceptibility to this disease, as well as, to better explain the role of NK cells in
tumor growth. To the best of our knowledge, this is the first study examining KIR genes in

patients with prostate cancer.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Patient and control samples

To analyze the combination of KIR genotypes and HLA-C ligands, we studied 200 prostate
cancer patients from the Urology Clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre and 185 healthy
unrelated individuals with PSA <2.5 ng/ml and normal digital rectal examination. This study was
approved by the Research Ethics Board of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (IRB0O000921) and

all parents signed an informed consent for participating in this study.

2.2. Methods

Blood samples were collected by venepuncture into tubes containing EDTA as
anticoagulant. After centrifugation, the buffy coat whereof DNA was extracted using the salting-
out method was obtained (Miller et al., 1988). DNA samples were genotyped using the
Polymerase Chain Reaction method with Sequence Specific Primer (PCR-SSP) for 15 KIR genes
(2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DP1, 2DS5, 3DS1).
PCR primers and conditions were based on previous reports (Gomez-Lozano et al., 2002).
Internal control was included in each PCR reaction. The combination used to achieve a 10 ul

volume reaction was 10 ng of genomic DNA, 500nM of specific primers, 2.5 U of Taq

39



polymerase, 0.08 ul of PCR buffer, 0.3 ul of MgCl, and 10 pl of distilled water, which was
amplified by the Gene Amp PCR system 9700 (Perkin EImer, Norwalk, CT).

Temperature cycling conditions for PCR reaction were as follows: denaturation for 3
minutes at 94°C, followed by four cycles of 15 seconds at 94°C, 15 seconds at 65°C, 15 seconds
at 72°C; 21 cycles of 15 seconds at 94°C, 15 seconds at 60°C, and 30 seconds at 72°C; five cycles
of 15 seconds at 94°C, 1 minute at 55°C, 2 minutes at 72°C, and a final elongation step at 72°C
for 7 minutes. Resulting products were visualized under UV light after electrophoresis in 1%

agarose gel containing ethidium bromide.

HLA typing Cw epitope C1 (Cw 01, 03, 07 {01-06}, 08, 12 {02, 03, 06}, 14, 16 {01, 03, 04},
and C2 (Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 {04, 05}, 15, 1602, 17, 18) was done using PCR-SSP, as
described by Jones et al., 2006. HLA-Bw4, A3 and A11 were also done using PCR-SSP (Bunce et
al., 1995 and Long et al., 2000).

2.3. Statistical analysis

Comparison of the KIR gene frequency with the control group was executed by Pearson
x> with continuity correction and in a few, where the expected difference between the two
groups was small, Fisher’s exact test was employed. Odds ratios (OR), confidence intervals, (95%
Cl), and significance values (p < 0.05) were calculated using SPSS for Windows version 16.0 (SPSS

Inc., Chicago, IL). The number of genes used was adjusted for with the Bonferroni correction.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

The distribution of KIR and HLA gene frequencies for cases and controls is shown in
tables 1 and 2. As expected, KIR2DL4, KIR3DL2 and KIR3DL3 framework genes were present in
all individuals. In general, no significant differences in the frequencies of KIR genes were
observed among cases and controls. The presence of HLA-C group 1 was approximately 80% and
C2 group was 70% in patients and controls. Furthermore, when analyzing these genes in
homozygosis and heterozygosis, no difference was found in patients and controls. By comparing
the two groups, no significant results were found for HLA-Bw4, A3 and Al11. Table 3 and 4
displays the different correlations evaluated between the different KIR genes and their

respective HLA-C ligands, and likewise there are no significant differences.

NK cells are important elements of the innate immune system, since they are able to
destroy virus-infected and tumor cells (Hanna, 1982). The role of NK cells as a factor that
influences the metastasis of solid tumors was carefully investigated. The ability to remove
circulating tumor emboli is closely associated with the level of NK cells (Hanna, 1980). An escape
mechanism used by tumor cells to avoid the attack of T cells is mediated by regulation of class |
HLA molecules on their cell surface, thus making them more susceptible to NK cells-mediated
lysis. However, the complete lack of expression of HLA may facilitate the destruction of tumor
cells by NK cells, whereas various tumors show partial loss of HLA expression or heterozygosity
(Garrido et al., 1997; Yamata et al., 2008). Taking into account the varied expression of KIR
genes in every NK cell, it is possible that some NK cell clones are capable of lysing tumor cells (Al

Omar et al., 2010).

Promotion of solid tumor metastasis by surgery is experimentally reproducible, but it is

unfortunately thought to occur occasionally in patients undergoing resection of solid tumors.
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Because of its potential role in host defense, it is important to understand the consequences of
immune surgery on tumor-bearing patients. Various studies reinforce the great significance of
NK cells in this monitoring, whereas there is not an inverse correlation between the overall NK
activity and the progression of various metastatic tumors (Cole, 1961). Evaluations show a direct
correlation between lifetime of patients with suppressed tumors and NK cell activity (Healy et

al., 1985).

In a recent study, KIR and HLA genes were assessed in a population of women with
cervical cancer and their biological parents. HLA-C group 1, which is a ligand of KIR genes, was
significantly more transmitted in women with invasive cervical cancer, and particularly in the
subgroup of women infected with the high risk HPV types: 16 or 18. These data show the
involvement of HLA-C in modulating the risk of cervical cancer through its function as ligands of
KIR genes (Martin et al., 2010). An interesting paper published in 2005, verified that KIR and HLA
gene combinations affect the risk of developing cervical neoplasia, a malignancy caused by
human papillomavirus. The presence of the activating KIR3DS1, particularly when found in the
absence of certain inhibitory KIR-HLA ligand pairs, was associated with increased risk of cervical
cancer (Carrington et al., 2005). Another study on nasopharyngeal carcinoma (NPC), which is an
Epstein-Barrvirus (EBV)-associated malignancy, suggests that KIR mediated activation may be
associated with NPC risk. Two distinct hypotheses could explain the possible role of KIRs in the
etiology of NPC and other viral associated cancers. They proposed two possible mechanisms by
which this occurs. The first explanation would be that activating KIRs (and/or reduction in
inhibitory KIRs) may be have a protective role against NPC as a consequence of increased
cytolysis of EBV-infected cells by activated NK cells. The alternative explanation would be that
activating KIRs (and/or reduction in inhibitory KIRs) might increase risk of NPC through

nonspecific inflammatory responses (Butsch Kovacic et al., 2005).

HCV infected patients with certain KIR and HLA genotypes were more likely to develop
liver cancer, providing genetic evidence of that over-activation of NK cell might contribute to
hepatitis C progressing to hepatocellular carcinoma (HCC) development. A Spanish study found
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that the human leukocyte antigen-Bw4180 epitope and the KIR3DS1 gene were more frequent in
HCV carriers than in patients with hepatocellular carcinoma (Lépez-Vazquez et al., 2005). A
recent study found association of KIR genes and HLA with HCC in patients with hepatitis B (Pan
etal., 2011).

A report of 2007, in a group of patients with laryngeal, bladder and colorectal cancers,
showed that KIR3DL1 and KIR2DS4 were significantly higher in patients with bladder tumor; no
significant differences were observed in the frequencies of KIR genes for patients with laryngeal
and colorectal cancer. In the group of colorectal carcinomas, there was an overall significant
difference in the frequencies of C group heterozygosity and homozygosity with HLA alterations
on the tumor. The authors expected that individuals who are able to clear tumor cells would be
more likely to have activating genes. Therefore, when an HLA haplotype loss occurs in a tumor
from a homozygous individual for HLA-C groups, there would be no change in KIR-mediated
triggering, and NK cells would not eliminate these tumors. That would be a fair explanation for
the findings of higher frequency of homozygosity for HLA-C groups in patients with colorectal

carcinoma with HLA haplotype loss (Middleton et al., 2007).

In our study, when comparing patients with prostate cancer with a control group of
healthy individuals, we found no significant differences, consistent with the lack of evidence
that NK cells play a role in protection against this cancer. As before, another study did not find
any statistically significant difference of KIR genes between groups of solid tumors (non—small-
cell lung cancer and small-cell lung cancer, colon, and kidney cancer) (Al Omar et al., 2010). The
density of all these data about the roles of KIR genes in tumorigenesis reflects the large variety
of potential pathogenic mechanisms, immune responses, and immune break out mechanisms

seen in cancers of different origins.
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In conclusion, our data suggest a role of KIR gene system in prostate cancer. It would also
have been of interest to examine NK cell function, and this will be the subject of a subsequent
manuscript. To the best of our knowledge this was the first published study that associated KIR
genes with prostate cancer; further studies should be conducted in order to deepen the

understanding of the NK cells role.
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Table 1. KIR gene frequencies (%) in Controls (n=185) and Prostate Cancer (200).

Tables

KIR gene Controls Patients P_value*
N % N %
2DL1 176 95.1 196 98.0 NS
2DL2 105 56.8 100 50.0 NS
2DL3 165 89.2 181 90.5 NS
2DL4 185 100.0 200 100.0 NS
2DL5 102 55.1 106 53.0 NS
3DL1 174 94.1 190 95.0 NS
3DL2 185 100.0 200 100,0 NS
3DL3 185 100.0 200 100.0 NS
2DS1 81 43.8 102 51.0 NS
2DS2 90 48.6 116 58.0 NS
2DS3 51 27.6 62 31.0 NS
2DS4 174 94.1 185 925 NS
2DP1 177 95.7 198 99.0 NS
2DS5 68 36.8 72 36.2 NS
3DS1 73 39.5 80 40.0 NS

*Chi-Square Test or Fischer's Exact Test with Bonferroni correction; NS = Not Significant
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Table 2. Frequenies of KIR ligands in Controls (n=185) and Prostate Cancer (200).

Controls Patients
KIR gene _ _ P-value*
N % N %
A3 40 21.6 38 19.1 NS
All 10 54 22 11.1 NS
Bw4 103 55.7 105 52.8 NS
C1 151 81.6 166 83.0 NS
Cc2 132 714 142 72.4 NS
cil/c1 53 28.6 54 27.1 NS
c2/c2 34 184 34 17.1 NS
cl/c2 98 53.0 111 55.8 NS

*Chi-Square Test or Fischer's Exact Test with Bonferroni correction; NS = Not Significant
C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)
C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18

Table 3. Inhibitory KIR genes frequencies in the presence and absence of their ligands
in controls (185) and Prostate Cancer (200).

Controls Patients
_— P-value*
n (%) n (%)
2DL1+ C2+ 124 (67.0) 141 (70.9) NS
2DL1+ C2- 52 (28.1) 54 (27.1) NS
2DL1+ C2/C2 31 (16.8) 33 (16.6) NS
2DL2+ C1+ 84 (45.4) 82 (41.0) NS
2DL2+ C1- 21 (11.4) 18 (9.0) NS
2DL2+ C1/C1 30 (16.2) 31 (15.6) NS
2DL3+ C1+ 139 (75.1) 152 (76.0) NS
2DL3+ C1- 26 (14.1) 29 (14.6) NS
2DL3+ C1/C1 48 (25.9) 51 (25.6) NS
3DL1+ Bw4+ 97 (52.4) 100 (50.3) NS
3DL1+ Bw4- 77 (41.6) 89 (44.7) NS

*Chi-Square Test with continuity correction, NS = Not Significant
C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)
C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18



Table 4. Activatory KIR genes frequencies in the presence and absence of their
ligands in controls (185) and Prostate Cancer (200).

Controls Patients
- P-value*
n (%) n (%)
2DS2+ Cl+ 70 (37.8) 96 (48.2) NS
2DSs2+ C1- 20 (10.8) 20 (10.1) NS
2DS2+ C1/C1 24 (13.0) 32 (16.1) NS
2DS1+ C2+ 60 (32.4) 75 (37.5) NS
2DS1+ C2- 21 (11.4) 26 (13.1) NS
2DS1+ C2/C2 16 (8.6) 20 (10.1) NS
3DS1+ Bw4+ 45 (24.3) 42 (21.1) NS
3DS1+ Bw4- 28 (15.1) 38 (19.1) NS

*Chi-Square Test with continuity correction, NS = Not Significant
C1 group: HLA-Cw 01, 03, 07 (01-06), 08, 12 (02, 03, 06), 14, 16 (01, 03, 04)
C2 group: HLA-Cw 02, 04, 05, 06, 0707, 12 (04, 05), 15, 1602, 17, 18



CONSIDERAGOES FINAIS

O cancer de prostata estd entre os tumores mais diagnosticados em homens, sendo que
sua causa ainda ndo é bem compreendida. Acredita-se que histéria familiar, agentes ambientais,

alteracdes hormonais, idade e raca sdo consideradas fatores de risco para doenca.

As células natural killer (NK) possuem habilidade de matar tumores ou células infectadas
e tem sido alvo de estudos sobre o possivel papel dessas células no crescimento tumoral. As
evidéncias destes estudos sugerem que as células NK estdo mais ativadas quando ha presenca
de células tumorais na circulagdo. Existem estudos correlacionando o polimorfismo dos genes

KIR com o cancer.

A atividade da célula NK na doenca tem um importante papel na interacdo com as
células T, além de fazer parte da regula¢dao da imunidade inata. O resultado final desta interagao
é a ativacdo da citotoxicidade com liberagao de perforinas, producao de INFy e proliferagdao das

células NK.

O objetivo desse estudo foi avaliar a associacao entre os genes KIR e HLA em pacientes
com cancer de prostata e grupo controle. Genotipamos 200 pacientes com diagndstico de

cancer de préstata e 185 pacientes saudaveis para os genes KIR e HLA classe | por PCR-SSP.

Quando comparados os grupos, ndao foram encontradas diferencas significativas para

HLA-C do grupo 1 e do grupo 2, HLA-Bw4, HLA-A3 e A11l. Nenhuma diferenca foi observada na
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frequéncia dos genes KIR nos pacientes com cancer de préstata e nos controles. Estes
resultados sugerem que nao ha potencial papel para o sistema dos genes KIR no cancer de

prostata.
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APENDICE

A — Protocolo de Pesquisa

Projeto: Estudo de polimorfismos dos genes KIR e HLA em pacientes com Cancer de

Préstata.
[ ]Cancer de Préstata [ ]Grupo Controle
Nome do paciente:
Numero do paciente: Numero do prontuario:
Raga: Idade:_ anos

Histdria familiar de Cancer de Préstata: [ ]Sim (grau de parentesco

[ INdo
Nivel de PSA:
Ultima biépsia: Escore de Gleason:
Observagoes:

Tipagem HLA C1:

Tipagem HLA C2:

Tipagem HLA Bw4:

Tipagem HLA A3, Al11:

Tipagem KIR:
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B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Pacientes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CAsos

PROJETO: Estudo de polimorfismos dos genes KIR e HLA em pacientes com Cancer de Prostata.

NOME: FONE:
NUMERO DO PRONTUARIO: DATA:

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA E OBJETIVO:

O Cancer de Préstata é uma doenca que surge a partir de uma multiplicacdo descontrolada das
células da prostata, sendo ainda de causa desconhecida. Atualmente é o tumor mais comum

entre homens acima de 50 anos de idade.

Este estudo esta sendo realizado com o objetivo de investigar as origens genéticas dessa doenca
e porque ela acontece em pacientes com Cancer de Préstata. Os resultados serdo comparados

com pessoas saudaveis.

METODO: Sera feita uma coleta de sangue e a amostra serad levada para o Laboratdrio de
Imunologia, no préprio hospital, onde serd feito o exame (a tipagem dos genes de cada

individuo).

FUNCIONAMENTO DA PESQUISA: Basta coletar o sangue. Todas as informagdes sobre a pesquisa
estardo disponiveis. Os participantes podem aceitar, assim como se recusar a participar do
estudo. Também podem descontinuar a pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo ou
penalidade do seu atendimento na instituicdo. Os participantes nao recebem qualquer valor em
dinheiro, mas terdo a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdao da

pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade.
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CONFIDENCIALIDADE: O nome do participante ndo aparecera em qualquer momento do estudo,

pois serd identificado com um ndmero.

Riscos E DESCONFORTOS: O unico desconforto é a coleta de sangue que pode ficar uma mancha
arroxeada no local da coleta.
BENEFiCIOS: Colaborar para o avango e progresso do conhecimento genético sobre o Cancer de

Prostata.

COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Eu, pelo presente termo de

compromisso compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido.
O termo que li, esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso
ndo afetard meu atendimento e tratamento. Sei que meu nome nado sera divulgado, que ndo

terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo.

Eu CONCORDO em fazer parte do estudo voluntariamente. Data: /]

Nome Legivel

Assinatura

Pesquisador responsavel: Dr Gilberto Schwartsmann

Pesquisadora executora: Pamela Portela da Silva

Em caso de duvida favor ligar para o fone (51) 3359-8020
Hospital de Clinicas de Porto Alegre - Rua Ramiro Barcelos 2350-

Servi¢o de Imunologia - 2° andar
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C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - Controles

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CONTROLES

PROJETO: Estudo de polimorfismos dos genes KIR e HLA em pacientes com Cancer de Prostata.

NOME: FONE:
NUMERO DO PRONTUARIO: DATA:

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA E OBJETIVO:

O Cancer de Préstata é uma doenca que surge a partir de uma multiplicacdo descontrolada das
células da prostata, sendo ainda de causa desconhecida. Atualmente é o tumor mais comum

entre homens acima de 50 anos de idade.

O objetivo desse estudo é investigar as origens genéticas dessa doenca e porque ela acontece
em pacientes com Cancer de Prdstata. Os resultados serdo comparados com um grupo de
pessoas saudaveis. Vocé estara participando do grupo de individuos que ndo tenham Cancer de

Prostata.

METODO: Sera feita uma coleta de sangue e a amostra serd levada para o Laboratdrio de
Imunologia, no préprio hospital, onde serd feito o exame (a tipagem dos genes de cada

individuo).

FUNCIONAMENTO DA PESQUISA: Basta coletar o sangue. Todas as informagdes sobre a pesquisa
estardo disponiveis. Os participantes podem aceitar, assim como se recusar a participar do
estudo. Também podem descontinuar a pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo ou
penalidade do seu atendimento na instituicdo. Os participantes ndao recebem qualquer valor em
dinheiro, mas terdo a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdao da

pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade.
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CONFIDENCIALIDADE: O nome do participante ndo aparecera em qualquer momento do estudo,

pois serd identificado com um numero.

Riscos E DESCONFORTOS: O unico desconforto é a coleta de sangue que pode ficar uma mancha

arroxeada no local da coleta.

BENEFiCIOS: Colaborar para o avango e progresso do conhecimento genético sobre o Cancer de

Prostata.

COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Eu, pelo presente termo de

compromisso, autorizo o uso de minha amostra de sangue para analise dos genes KIR e HLA,
comparando-os com pacientes com Cancer de Préstata. O termo que li, esclarece os riscos e
beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacao a qualquer

momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetara meu atendimento e tratamento.

Eu CONCORDO em fazer parte do estudo voluntariamente. Data: /[ ]/

Nome Legivel

Assinatura

Pesquisador responsavel: Dr Gilberto Schwartsmann

Pesquisadora executora: Pamela Portela da Silva

Em caso de duvida favor ligar para o fone (51) 3359-8020
Hospital de Clinicas de Porto Alegre - Rua Ramiro Barcelos 2350-

Servigo de Imunologia - 2° andar.
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ANEXOS

Anexo | - Carta de aprovacgdo do Comité de Etica do HCPA

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e P6s-Graduagao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissao Cientifica e a Comissao de Pesquisa e Etica em Salde, que é reconhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB00000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 09-277 Versao do Projeto: 28/07/2009 Versao do TCLE: 31/07/2009

Pesquisadores:

GILBERTO SCHWARTSMANN

MARIANA DE SAMPAIO LEITE JOBIM WILSON
LUIZ FERNANDO JOB JOBIM

PAMELA PORTELA DA SILVA

RAFAEL ROESLER

WALTER JOSE KOFF

Titulo: ESTUDO DE POLIMORFISMOS DOS GENES KIR E HLA EM PACIENTES COM
CANCER DE PROSTATA

- Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satide. Os membros do
CEP/HCPA nao participaram do processo de avaliagao dos projetos onde constam como pesquisadores.
Toda e qualquer alteragao do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverao ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA. Somente poderao ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste

a aprovagao do GPPG/HCPA.

- De acordo com a regulamentacao da Resolugdo 340/2004 do CNS/MS o CEP/HCPA foi credenciado,
através da Carta Circular N° 037 CONEP/CNS/MS de 11 de agosto de 2004, para dar aprovagao final para
este projeto.

Porto Alegre, 03 de agosto de 2009.

ne Césell

Coorfengdora go/GPPG e CEP-HCPA
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