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RESUMO

Objetivos: Analisar a expressao dos Receptores Toll-Like (TLR) 2 e 9 em pacientes
oncologicos idosos (>60 anos), associando a expressdo ao seu status emocional.
Métodos: Entre 2015 e 2017, foi realizado um estudo de coorte prospectiva com 68
pacientes idosos com cancer de prostata recem-diagnosticado. Como grupo controle da
pesquisa foram incluidos 19 pacientes idosos, do sexo masculino e sem histérico pessoal
ou familiar de cancer. Foram coletadas variaveis clinicas e sociodemogréficas e realizada
analise do sangue periférico em estudo exploratorio translacional. Determinagdo da
expressdo de TLR2 e TLR9 foi feita através de citometria de fluxo. Analise estatistica foi
realizada com GraphPad Prism 7. Resultados: Ao comparar pacientes oncoldgicos e
grupo controle, foram encontradas diferencas estatisticas significativas na expressdo de
TLR2 e TLR9 (p=0,0385 e p<0,0001). Comparando pacientes oncoldgicos classificados
como em risco de depressdo ou ndo, existiu diferenca estatistica significativa na expressao
de TLR2 e TLR9 (p<0,0001 e p=0,0039). Concluséo: Existe relacdo entre o risco de
depressdo e 0 aumento de expressdo de TLR2 em leucécitos circulantes, sendo importante
ampliar o estudo sobre seu papel como preditivo de risco de depressdo em pacientes
idosos. O estudo do TLR9 como preditivo de progndstico no cancer de préstata também
deve ser ampliado.

Palavras-chave: Receptores Toll-Like (TLR); oncologia; geriatria; depressao; imunidade

inata



ABSTRACT

Objectives: To analyze the expression of the Toll-like Receptors (TLR) 2 and 9 in elderly
cancer patients (>60 years), associating itS expression with the emotional status.
Methods: Between 2015 and 2017, a prospective cohort with 68 elderly prostate cancer
patients collected clinical and sociodemographic variables. 19 elderly male patients
without any personal or familiar history of cancer were included as a control group. The
determination of the expression of TLR2 and TLR9 was performed by flow cytometry.
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 7. Results: When comparing
the oncological and control groups, there are significant differences between the
expression of TLR2 and TLR9 (p=0,0385 and p<0,0001). There are significant
differences between the expression of TLR2 and TLR9 between oncological patients with
or without risk of depression (p<0,0001 and p=0,0039). Conclusion: There is an
association between risk of depression and higher expression of TLR2 in leucocytes and
a further study of its role as predictor of risk of depression in elderly patients is
fundamental. The relationship between prostate cancer and higher expression of TLR9 in
leucocytes should also be further studied, to better evaluate its role as a predictor of
prognosis in elderly patients with prostate cancer.

Keywords: toll-like receptors (TLR); oncology; geriatrics; depression; innate immunity



INTRODUCAO

O cancer é, atualmente, a segunda principal causa de morte entre os brasileiros,
com projecéo de tornar-se a primeira nos proximos quinze anos!?. A idade é o Gnico fator
de risco bem estabelecido para o desenvolvimento da neoplasia de préstata, em que 62%
dos casos diagnosticados ocorrem em uma faixa etaria superior aos 65 anos®. No Brasil,
estima-se que 61.200 novos casos de adenocarcinoma de prostata tenham surgido no ano
de 2016*, sendo a neoplasia mais prevalente entre os homens brasileiros. Destes, cerca de
2.750 dos novos casos ocorreram no estado de Pernambuco, colocando-o como o estado
do Nordeste com maior taxa bruta de incidéncia de cancer de prdstata®.

Foi demonstrado que a depressdo no cancer de prdstata durante o tratamento pode
estar associada a maiores chances de hospitalizacdo, idas a emergéncia e aumento do risco
de morte durante o periodo de acompanhamento, demonstrando a importancia de se
detectar a depressao precocemente nestes pacientes e melhor avaliar o impacto da mesma
em sua imunidade®.

Dada a consideravel epidemiologia do céancer, faz-se necessario entender o
processo de sua formagdo. A carcinogénese pode ocorrer por acdo de agentes
cancerigenos (que atuam nos estagios de iniciacdo, promocdo e progressao), tendo a
predisposicdo individual um papel decisivo na resposta final. Além disso, a vigilancia
imunoldgica é mecanismo de corregdo ou exclusdo das células mutantes®.

Os Receptores Toll-Like (TLRs) tém ganhado espago nas pesquisas oncologicas
devido ao seu papel na ativacdo de diversos fatores biologicos, na inflamacdo e sua
influéncia na progressdo tumoral. Eles constituem um dos componentes principais da
imunidade inata, reconhecendo Padrdes Moleculares Associados aos Patdgenos
(PAMPs)®. Até entdo, foram descritos dez TLRs em humanos, que reconhecem moléculas

como DNA bacteriano e viral, flagelinas, ilhas de CpG, lipopolissacarideos, entre outros’.



A ligacdo de TLR desencadeia sinalizagdo das vias de ativacao intracelular, que
sdo fatores de transcricdo importantes para a producéo de mediadores pro-inflamatorios
no inicio da resposta imune. Porém, na resposta antitumoral, os TLRs podem assumir o
papel na producdo de citocinas inflamatorias e reguladoras da resposta, por se tratar de
uma doengca cronica. A ativagdo via TLR nas células dendriticas pode definir o padréo de
resposta efetora antitumoral por liberar citocinas que influenciam na diferenciacdo de
células T efetoras Helper (TH) 1, TH2, TH17, promovendo a apoptose de células
tumorais. No entanto, novos estudos mostram que a estimula¢do de TLR nas células
tumorais também pode levar a progressdo tumoral®. Neste sentido, um estudo de Paone
et al (2008) mostrou aumento de apoptose de células de cancer de prostata apds ativacao
de TLR3®. Foi observado também que a ativacdo de TLR9 estimulou proliferacdo de
células tumorais oriundas do cancer de prostata in vitro®1°,

Altera¢Bes na imunidade inata também tém se mostrado relacionadas a depressao.
Estudos encontraram niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias em pacientes
depressivos e vitimas de suicidio'*'?. Em 2014, Universidade de Illinois examinou a
expressao de TLR3 e TLR4 no cérebro pds-morte no mesmo tipo de populagdo, uma vez
que a ativacao desses receptores resulta na producao de citocinas. A expressdao de mRNA
de TLR3 e TLR4 foi significativamente aumentada nesses pacientes comparados ao
grupo controle!!.

Considerando a faixa etaria do grupo em questdo e a prevaléncia da depressdo
nesta, ap6s o abandono de atividades proprio das debilitacfes fisicas ou mesmo devido a
presenca de doenga oncoldgica, buscou-se verificar se existia associacdo dos mecanismos
da imunidade inata com a idade, condicdo oncoldgica e risco de depressdo. Todos esses

fatores podem causar alteragGes imunes, desde o processo proprio da imunossenescéncia,



até as patologias. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de TLR2 e

TLR9 em pacientes com cancer de prostata e risco de depressao.



METODOS

Este estudo constitui um brago de estudo ancora intitulado “Sobrevida e Fatores
de Risco para o Desenvolvimento de Eventos Adversos Precoces em Pacientes
Oncoldgicos Idosos”, de Jurema Telles de Oliveira Lima. Desde 2015, o estudo ancora
coleta dados e variaveis sociodemograficas, clinicas e laboratoriais de pacientes
oncolégicos idosos, com cancer recém-diagnosticado e incidente, antes de iniciar
qualquer tratamento oncoldgico, bem como de pacientes idosos sem histdrico pessoal ou
familiar de cancer, para servir como grupo controle.

No dia de admisséo, é realizada uma Avaliacdo Geriatrica Ampla (AGA) e
coletada uma amostra do sangue periférico do paciente, assim como uma avaliagdo com
médico oncologista e/ou geriatra. H&, depois, um seguimento destes pacientes por seis
meses, em um desenho de estudo tipo coorte prospectiva. Este estudo, no entanto, é do
tipo observacional, avaliando a expressdo do TLR2 e do TLR9 em pacientes com cancer
de préstata no dia de admissdo no estudo e associando com os achados de algumas
ferramentas da AGA aplicada no mesmo dia.

Esta pesquisa compreendeu um total de 68 pacientes com cancer de prostata
recém-diagnosticado e incidente e 19 controles, atendidos entre 2015 e 2017, todos
recrutados no servico de Oncogeriatria do Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP), localizado em Recife, Pernambuco. A amostra oncologica
consecutiva foi composta por pacientes com 60 anos de idade ou mais, com cancer de
prostata recém-diagnosticado confirmado histologicamente e que nao tinham iniciado um
tratamento oncologico especifico. Foram excluidos os pacientes com diagndstico prévio
de outro cancer e submetidos a tratamento oncoldgico prévio, exceto o cirdrgico. Para o
grupo controle, foram incluidos aqueles com 60 anos ou mais e do sexo masculino. Foram

excluidos os pacientes com historico pessoal ou familiar (pais, irmaos e filhos) de cancer.



A andlise da idade foi descrita em média e desvio padrdo. Para avaliacdo do risco
de depressdo, foi escolhida a ferramenta que representava o dominio emocional na AGA
realizada no momento de admissdo: a Escala de Depressdao Geriatrica (GDS15)(Anexo
A). No que diz respeito a essa escala, os dados foram considerados em termos de escores
normais ou anormais. Foi definido como escore anormal do instrumento: GDS15 > 5.

A andlise do sangue periférico, coletada no dia de admissdo, foi realizada no
Laboratdrio de Pesquisa Translacional do IMIP. Para a determinacdo da expressdo dos
receptores TLR2 e 9, foi realizada a marcagdo com anticorpos monoclonais anti-TLR2 e
anti-TLR9. Apds a marcacdo, foi feita a aquisicdo no equipamento citdmetro de fluxo
(FACsVerse). A analise dos resultados foi realizada no FACSuite e a expressdo dos TLR2
e 9 nos leucdcitos circulantes foi expressa em valores percentuais.

A analise de dados foi realizada em GraphPad Prism 7.03. O teste de Shapiro-
Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade das amostras. O teste t foi utilizado para as
amostras paramétricas e o teste de Mann-Whitney nas ndo paramétricas para analisar as
diferencas entre os grupos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

O estudo s foi iniciado ap6s aprovacao no Comité de Etica em Pesquisa do IMIP,
sendo aprovado em 25/06/2014, sob o n°® CAAE 14925113.9.0000.5201. Todos 0s
pacientes assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes da coleta dos

dados e variaveis.



RESULTADOS

Para anélise da expressdo dos receptores TLR2 e TLR9, foram considerados
os dados coletados de 68 pacientes idosos com cancer de prostata (Tabela 1), com idade
média 72,88 anos (+7.55). Destes pacientes, 19,1% estavam em risco de depressdo de
acordo com a Escala de Depressdo Geriatrica (GDS15).

Como grupo controle desta pesquisa, foram coletados dados de 19 pacientes
idosos do sexo masculino, sem historico pessoal ou familiar (pais, irméos e filhos) de
cancer (Tabela 1), com idade média 70,05 anos (+7.05). Destes pacientes, 26,3% estavam
em risco de depressdo segundo o GDS15.

Ao comparar a porcentagem total de expressao de TLR2 e TLR9 em pacientes
idosos com céncer de prostata e em pacientes idosos do sexo masculino sem historia
pessoal ou familiar de cancer, houve diferenca estatistica significativa (p=0,0385 e
p<0,0001, respectivamente) (Figuras 1A, 2A), com uma expressdo maior dos receptores
nos pacientes oncoldgicos (média de 15,49% para TLR2 e 30,74% para TLR9, enquanto
0 grupo controle apresentou média de 12,32% e 9,63%, respectivamente).

Comparando pacientes oncoldgicos que foram classificados como em risco de
depressdo pela GDS15 e aqueles que permaneceram na faixa de normalidade, houve
diferenca estatistica significativa na porcentagem de expressdo de TLR2 e TLR9
(p<0,0001 e p=0,0069, respectivamente) (Figuras 1B, 2B), com uma média de expressao
dos TLR2 e TLR9 de 20,73% e 40,64% nos pacientes oncolégicos idosos com risco de
depresséo e de 14,25% e 28,44% em pacientes oncologicos idosos sem risco de depressao.

Ao comparar a porcentagem de expressdo de TLR2 entre o grupo controle e
pacientes com cancer de prdstata com e sem depresséo, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre o grupo controle e pacientes com cancer de prostata e sem depressédo

(p=0,1287). Entre o grupo controle e pacientes com cancer de prostata e depresséo, houve



diferenca significante (p=0,0007) (Figura 1C). Ao realizar a mesma comparagao com a
porcentagem de expressdo de TLR9, houve diferenca estatisticamente significativa entre
0 grupo controle e 0s pacientes com cancer de prdstata com ou sem depressao (p<0,0001

em ambas as analises) (Figura 2C).



DISCUSSAO

Neste estudo, foram realizadas as analises da expressdo de TLR2 e TLR9 em
leucdcitos circulantes de pacientes com cancer de prostata e risco de depressdo. Os
resultados mostram que ha aumento significativo da expressdo de TLR2 e TLR9 nos
pacientes com neoplasia de prostata quando comparados ao grupo controle. Este aumento
pode estar associado ao fato de que a ativacdo de TLR2 e TLR9 no tecido tumoral do
cancer de prostata parece estimular a expansao tumoral, como foi descrito por Zhao et al
(2014)%°.

Foram verificados elevados niveis percentuais de TLR9 quando comparado aos
de TLR2 nos pacientes oncoldgicos. Isto pode explicar que existe um maior envolvimento
do TLR9 nos mecanismos de carcinogénese no cancer de préstata, que devem estar
associados a elevada taxa de injuria tecidual durante o processo de resposta imune
antitumoral. Os restos celulares oriundos do processo apoptotico das células tumorais sao
capazes de ativar os receptores associados aos Padrdes Moleculares Associados aos
Danos (DAMPs) nos leucdcitos circulantes, como TLR9. Evidéncias recentes sugerem
que os DAMPs podem ter um papel chave no desenvolvimento do cancer, podendo
exercer fungdes protetoras, ao alertar o sistema imune da presenca de células tumorais
apoptoticas, quanto funcbes proliferativas, ao gerar inflamacdo crénica que pode
promover o aparecimento ou progressdo tumoral®3. Além disso, os radicais livres sdo
encontrados em altos niveis em individuos acima dos 60 anos, sendo um dos mecanismos
relacionados ao aumento de TLR9 na populagdo de estudo, além da presenca de tumor4,

Zhao et al (2014) relataram aumento da expressdo de TLR9 em células tumorais
no cancer de prostatal®, enquanto no presente trabalho esse aumento foi observado nos
leucdcitos circulantes, 0 que mostra que pode existir uma relacdo entre a expressao de

TLR9 no tumor e nos leucaocitos circulantes. As células do sistema imune presentes no



sangue periférico podem ser oriundas do processo inflamatorio cronico e séo ativadas
pela exposicdo aos antigenos tumorais de forma continua, levando ao aumento da
expressdo dos receptores de padrdes moleculares como TLR2 e TLR9 nestas células.

Considerando a faixa etaria analisada, ressalta-se que 0 processo de
envelhecimento afeta todos os bragos da imunidade. Quanto a depresséo, também é fator
de suscetibilidade imunoldgica, tendo etiologia complexa e uma associagdo mal definida
com inflamag&o?®. Na analise do grupo oncoldgico, o risco de depressdo segundo o
GDS15 esteve associado a um aumento significativo dos niveis desses receptores nos
leucdcitos circulantes.

Ao ampliar a andlise, comparando 0s pacientes oncoldgicos com e sem risco de
depressdo ao grupo controle, observou-se que a elevagdo dos niveis de TLR2 na
populacdo idosa esta mais associada ao risco de depressdo que a presenca de cancer de
préstata. J& na andlise da expressdo de TLR9, verificou-se que independente de ter ou
ndo risco de depressao, 0s pacientes com cancer de prostata expressaram niveis elevados
deste receptor. Isto sugere que o tumor de prostata € um fator determinante para o
aumento de sua expressao.

Existem na literatura trabalhos que mostram a associacdo entre alteracdo da
resposta imune e sintomas de depressdo apoOs a terapia com citocinas para diferentes
doencas®!’. O tratamento com antidepressivo, segundo Hung et al (2015), é capaz de
diminuir a expressao de TLR2 e TLR9 no sangue circulante em portadores de Transtorno
Depressivo Maior, reforcando a existéncia de uma relagdo dessa condi¢do com a familia
desses receptores?®,

Um dos pontos fortes deste estudo é seu aspecto translacional, permitindo a
associacao de aspectos imunoldgicos e clinicos em uma populacgao atendida na rede SUS

na regifo Nordeste do Brasil. E um estudo exploratorio, com numero limitado de
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pacientes, realizado em um Unico centro de referéncia em tratamento oncoldgico no
estado de Pernambuco.

Tendo em vista 0s resultados encontrados, conclui-se que o estudo sobre a
expressao de TLR2 como preditivo de depressdo em pacientes idosos deve ser ampliado,
assim como o das possibilidades clinicas e terapéuticas decorrentes desse achado. O
estudo do TLR9 se mostra igualmente importante, para avaliar seu papel como
biomarcador preditivo de prognéstico no cancer de prdstata em idosos,

independentemente de seu status emocional.
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TABELAS

Tabela 1 - Distribuicdo da frequéncia dos pacientes idosos oncoldgicos e do grupo
controle de acordo com a idade e o risco de depressdo segundo GDS15.

Variaveis Cancer de Prostata Controles
N (%) N (%)

Idade*

60-69 25(36,8) 11(57,9)
70-74 17(25,0) 3(15,8)
75-79 10(14,7) 3(15,8)
80 ou mais 16(23,5) 2(10,5)
Total 68(100) 19(100)
Risco de depresséo

Sim 13(19,1) 5(26,3)
Nio 55(80,9) 14(73,7)
Total 68(100) 19(100)

*A média de idade foi 72.88 (x£7.55) anos para 0s pacientes com cancer de préstata e 70.05 (£7.05)

para os controles
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FIGURA 1 — Comparacdo do porcentual de expressdo de TLR2 entre
pacientes com cancer de prostata e o grupo controle (A), pacientes
oncolégicos com ou sem depressdo segundo o GDS15 (B) e grupo controle
e pacientes oncoldgicos com ou sem depressédo (C). S/D = sem depressao. D
= depressdo. GDS15 alterado = pontuacdo acima de cinco no GDS15,
compativel com risco de depressdo. NS = nao significante. Foi considerado
estatisticamente significativo p<0,05.
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FIGURA 2 — Comparacdo do porcentual de expressdo de TLR9 entre
pacientes com cancer de préstata e o grupo controle (A), pacientes
oncoldgicos com ou sem depressdo segundo o0 GDS15 (B) e grupo controle
e pacientes oncoldgicos com ou sem depressédo (C). S/D = sem depressao. D
= depressdo. GDS15 alterado = pontuacdo acima de cinco no GDS15,
compativel com risco de depressdo. Foi considerado estatisticamente
significativo p<0,05.



ANEXOS

A) ESCALA DE DEPRESSAO GERIATRICA (GDS15) — Yesavage, 1983

1.Esté satisfeito com sua vida?

2.Abandonou muitas atividades e interesses?

3.Sente que a sua vida esta vazia?

4.Sente-se frequentemente aborrecido?

5.Estd bem disposto a maior parte do tempo?

6.Tem medo que Ihe suceda algo de mau?

7.Sente-se feliz a maior parte do tempo?

8.Sente-se frequentemente sem esperanga?

9.Prefere ficar em casa mais do que sair e fazer coisas novas?
10.Acha que tem mais problemas de memoria do que a maioria?
11.Acredita que é maravilhoso estar vivo?

12.Pensa que, tal como esté agora, ndo vale para nada?
13.Pensa que a sua situacdo é desesperadora?

14.Sente-se cheio de energia?

15.Acha que a maioria das pessoas esta melhor que vocé?

Se as respostas coincidem com a opgdo em mailscula, anotar um 1 ponto

Avaliacéo

0-4: normal

5-10: depressdo moderada
>10: depressdo grave

[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
[1] Sim
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[2] Néo
[2] Nao
[2] Nao
[2] Nao
[2] Néo
[2] Nao
[2] Néo
[2] Néo
[2] Néo
[2] Néo
[2] Néo
[2] Nao
[2] Nao
[2] Nao
[2] Néo
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