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Resumo

O céancer de préstata € o cancer mais comum no sexo masculino e
consiste em uma doenca com comportamento dependente de androgénios
para a proliferacdo e manutencdo tumoral. Deste modo, um dos tratamentos
mais comuns para a doenca consiste na terapia de ablacdo androgénica,
quimica (farmacos antiandrogénicos) ou cirargica (orquidectomia). No
entanto, grande parte dos pacientes, eventualmente, progride a uma
condicéao refrataria a deplecéo de androgénios. A sinalizacdo androgénica na
prostata se da através do receptor de androgénios, que atua como fator de
transcricdo, sendo capaz de mediar a ativagcdo ou represséo da transcricao
de inUmeros genes. Dessa forma, este receptor apresenta um importante
papel na proliferacdo e diferenciacdo de células prostaticas. Recentemente
foram descritas variantes deste receptor geradas a partir de splicing
alternativo. Estas variantes possuem delecdo da regido responsavel pela
ligagdo a hormoénios androgénicos e, curiosamente, sdo constitutivamente
ativadas, independentemente da presenca destes horménios. Assim, é de se
esperar gue as variantes estejam expressas em canceres mais avanc¢ados,
onde ha deplecdo androgénica. Contudo, estas variantes ja foram descritas
na hiperplasia prostatica benigna, uma doenca proliferativa e ndo maligna.
No cancer de préstata, como em outros tumores, as alteracdes em genes
relacionados ao ciclo celular sdo criticas para a progressado tumoral. Genes
como TP53 (tumor protein p53), MDM2 (MDM2 oncogene, Mouse Double
Minute 2) e CDKNI1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) podem
apresentar alteragdes que contribuam para a proliferacado tumoral e para um
pior prognostico. O gene TP53 é um gene supressor tumoral envolvido na
resposta celular a danos ao DNA. Frequentemente € inativado em canceres
humanos, sendo que a perda de funcédo esta associada ao aumento da
tumorigenicidade e ao tamanho do tumor. A inativacao deste gene pode se
dar através da proteina Mdm2, que é codificada pelo gene MDM2. Em
condi¢cdes normais, a proteina p53 encontra-se complexada com Mdmz2, e,
portanto, inativa. No entanto, em resposta a danos ao DNA, o complexo se

desfaz devido a fosforilacdo de p53, 0 que a torna ativa. Assim, pode ser



desencadeada a ativacdo da transcricdo de genes alvos como o0 gene

CDKN1A. Este gene codifica a proteina p21 ©Pr/Watl

, proteina inibidora de
cinase dependente ciclina (CDKI), que promove a interrupcao da sintese de
DNA e do ciclo celular através da inibicdo das cinases dependentes de
ciclinas (CDK). A proteina p21 apresenta funcdes que inibem a proliferacéo
celular, e também funcbes que contribuem para a progressdo tumoral.
Assim, a elevada expressao de CDKN1A no cancer de préstata pode estar
associada a metastases e a instabilidade genética. Nesse estudo buscamos
analisar a expressao génica dos genes TP53, MDM2 e CDKN1A e verificar a
possivel correlacdo com a expressao das isoformas do receptor de
androgénios. A andlise da expressdo génica foi realizada através da técnica
RT-gPCR no grupo céancer de prostata (N=26) e no grupo HPB (N=27). A
expressao génica de todos os genes estudados foi significativamente maior
no grupo cancer de préstata quando comparado ao grupo HPB (P<0,05).
Nas amostras de cancer de prostata, foi encontrada uma correlacéo positiva
entre os niveis de RNAmM do TP53 e do AR3/4/5. Também foi encontrada
uma correlac@o positiva dos niveis de RNAm de MDM2 com o receptor de
androgénios full-lenght e com a expressdo das isoformas AR3/5/6. Desta
forma, estes resultados ressaltam a participacdo dos genes estudados
(TP53, MDM2 e CDKN1A) na proliferacdo celular no cancer de préstata.
Além disso, as correlagBes encontradas com as isoformas do receptor de
androgénios nos permitem dissertar acerca de uma possivel interagcdo entre
0S genes estudados e as isoformas, a fim de permitir a manutencdo do

processo tumoral no CaP.
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1- Introducéo

1.1 Préstata

A préstata € uma glandula acessoéria exclusiva do sistema genital
masculino que contribui para a secrecéo do fluido seminal (McDougal, Wein
et al. 2011). Ela situa-se abaixo da bexiga e é dividida em 3 zonas: a zona
periférica, a zona de transicdo e a zona central. A zona periférica
compreende a regifo localizada préxima a capsula que envolve a prostata. E
frequente nessa regido o desenvolvimento de carcinomas e infecgOes
prostéticas. A zona de transicdo, regido entre a zona periférica e a central, é
o local frequentemente envolvido com a hiperplasia prostatica benigna
(HPB). A regido da prostata que envolve a uretra e 0s ductos seminais é
denominada de zona central, e esta apresenta um formato conico (Kai H.
Hammerich 2009).

Zonas Prostaticas

»

~-
a.Zonacentral — —

\\f b. Zona fibromuscular
= c. Zona de transigdo
d. Zona periférica
em— e.Zona periuretral
ejaculatdrio

Nature Reviews | Cancer

Figura 1. Delimitacdo de zonas prostéaticas e a ocorréncia de alteracdes prostaticas
(De Marzo, Platz et al. 2007)
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A proéstata é composta por dois compartimentos celulares: epitelial e
estromal (McDougal, Wein et al. 2011). O compartimento epitelial é
composto por células luminais e basais. As células luminais sdo células
diferenciadas e dependentes de androgénio. Além disso, elas apresentam
baixa capacidade de proliferacdo e elevado indice de apoptose. Ja as
células basais na maioria das vezes sao indiferenciadas e independentes de
androgénios. Ao contrario das células luminais, as células basais
apresentam alta capacidade proliferativa e baixo indice de apoptose
(Schalken and van Leenders 2003).

O compartimento estromal € constituido por células musculares lisas,
células nervosas, inflamatérias e fibroblastos (McDougal, Wein et al. 2011).
As células deste compartimento ajudam a direcionar o desenvolvimento e a
diferenciacdo epitelial. Estas células apresentam receptores hormonio-
esteroides, receptores 5a-adrenérgicos e também expressam a enzima 5a-
redutase | e Il. Além disso, o fato de expressarem o receptor de androgénios
(AR) as torna responsivas aos androgénios, embora estes horménios néo
sejam requeridos para a sobrevivéncia celular (Schalken and van Leenders
2003). Os dois compartimentos, epitelial e estromal, interagem através de
mecanismos de sinalizacédo celular mediados pela diidrotestosterona (DHT)
e por fatores de crescimento dependentes de DHT (Carson and Rittmaster
2003).

As alteracdes do tecido prostatico sdo cada vez mais comuns. Um
dos possiveis fatores relacionados com estas alteracdes € o aumento da
expectativa de vida das populacbes. As alteracBes clinicamente mais
importantes de proliferacdo anormal da préstata sédo a hiperplasia prostatica

benigna (HPB), e o cancer de prostata (CaP) (llic and Misso 2012).

1.2 Cancer de prostata (CaP)

O CaP é o tipo de cancer com maior prevaléncia no sexo masculino,
estando atras apenas do cancer de pele ndo-melanoma. Representa cerca

de 10% do total de canceres e consiste no sexto tipo mais comum no
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mundo, sendo que sua incidéncia € maior em paises desenvolvidos, quando

comparados com nao desenvolvidos (INCA 2014).

No Brasil, o CaP € o segundo tipo de cancer mais comum entre 0s
homens. Para o ano de 2014, estima-se 68.800 novos casos de CaP, sendo
que no ano de 2011, ocorreram 13.129 mortes por esta doencga (INCA 2014).
Nos Ultimos anos uma melhora nos métodos de diagndsticos e a
modernizacdo na qualidade dos sistemas de registros e informacdo dos
casos no pais, permitiram detectar um o0 aumento nas taxas de incidéncia no
Brasil (INCA 2014). Nos EUA, o CaP apresenta-se como 0 segundo tipo
cancer mais prevalente e como a segunda causa de morte de homens
(Farrell, Petrovics et al. 2013), sendo que, para o ano de 2014 foi estimado
que 233.000 novos casos serdo diagnosticados e que 29.480 homens
morrer&o da doenga (ACS 2014).

A incidéncia de CaP em diferentes grupos étnicos ndo € a mesma.
Afro-americanos apresentam alta incidéncia de mortalidade por CaP quando
comparados com outras racas. Pesquisadores sugerem que o status sécio
econdmico também pode contribuir significativamente para a diferenca de
incidéncia que existe entre as racas. Assim sendo, ha evidéncias que a
reducdo de acesso aos cuidados e tratamentos adequados esteja associada
ao diagnéstico de maior numero de CaP ja em estado avancado, o que
explicaria a sua maior prevaléncia em afro-americanos do que em

caucasianos (Farrell, Petrovics et al. 2013).

Sabe-se que o CaP esta associado a hereditariedade, visto que
homens que possuem em suas familias individuos com idade inferior a 55
anos e historico de CaP, apresentam maior risco de desenvolver a doenga
do que homens que possuem parentes com histérico de CaP e idade
superior a 55 anos. O numero de membros da familia afetados e a idade que
desenvolveram o CaP também é um determinante importante para o risco de
desenvolvimento deste tipo de céancer entre parentes. Os canceres
esporadicos representam cerca de 85% de todos os canceres de prostata e
cerca de 15% dos CaP sao hereditarios. O CaP hereditario corresponde a

43% da doenca de inicio precoce (55 anos de idade ou mais jovem) e 9% de
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todos os canceres que ocorrem em torno dos 85 anos de idade (McDougal,
Wein et al. 2011).

Atualmente, a investigacdo diagndstica do cancer da préstata é feita
através do exame de toque retal e a dosagem do nivel sanguineo do
antigeno prostatico especifico (PSA). O PSA é uma proteina produzida pelas
células prostéticas, sendo que sua expressdo encontra-se alterada na HPB,
no CaP e também nas prostatites. Deste modo, a dosagem do PSA é
inespecifica no diagndstico do CaP, embora auxilie na identificacdo de

alterac6es na homeostasia nhormal da préstata (NCI 2014).

1.3 Hiperplasia prostatica benigna (HPB)

A hiperplasia prostatica benigna € uma alteracdo proliferativa que
afeta as células musculares lisas e as células epiteliais da zona de transicéo
da proéstata (llic and Misso 2012). Logo, trata-se de uma doenca relacionada
com o aumento do numero celular e a reducado da apoptose (Carson and
Rittmaster 2003).

A HPB apresenta um impacto significativo na qualidade de vida de
homens acometidos (Kirby 2000). Ela pode acarretar na obstrucéo da uretra
proximal pelo aumento da tonicidade e da resisténcia do musculo liso,
ocasionando sintomas do trato urinario inferior. Os sintomas obstrutivos
causados pela HPB sdo: aumento da frequéncia urinaria, nocturia,
incontinéncia urinéria, fluxo urinario lento ou fraco e sensacdo de
esvaziamento incompleto da bexiga (llic and Misso 2012). Os sintomas
podem causar disturbios no sono, ansiedade, interferéncia com atividades
de lazer e atividades diarias habituais, e um senso de comprometimento do
bem-estar, de modo que ha uma diminuicdo na qualidade de vida dos
homens com esta condi¢cdo. Quando o tratamento da doenca nao é efetivo,
pode ocorrer a progressao da doenca de modo que acarrete em infecgdes
do trato urinério e célculos na bexiga, como também retengéo urinéria (Kirby
2000).
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A HPB é a doenca mais prevalente na prostata. Um estudo realizado
por Garraway e cols. na Escdécia relatou que 14% dos homens com idade
entre 40-50 anos e 43% dos homens com idade superior a 60 anos
apresentam HBP (Garraway, Collins et al. 1991). Evidéncias microscopicas
demonstram que 50% dos homens aos 50 anos de idade e 90% dos homens
aos 80 de idade apresentam HPB. Deste modo, grande parte dos homens
gue atingem a expectativa de vida sdo acometidos por esta doenca (Carson
and Rittmaster 2003). No ano de 2000, dados de Curkendall e cols.
apresentados na reunido da Associacao Europeia de Urologia, na Bélgica,

mostraram que HPB apresenta prevaléncia similar a hipertencdo e a
diabetes (Kirby 2000).

O eixo de sinalizacdo androgénica participa tanto do desenvolvimento
normal da préstata com também do desenvolvimento da HPB. Embora a
DHT esteja geralmente relacionada ao desenvolvimento normal da glandula
prostatica, um desbalanco na funcdo ou nos niveis de androgénios, ou dos
fatores de crescimento dependentes da DHT, podem causar a proliferacao
excessiva da glandula, levando assim ao desenvolvimento da HPB (Carson
and Rittmaster 2003).

1.4 Androgénios e receptor de androgénio

O desenvolvimento normal da prostata esta associado a diversas vias
de sinalizacdo, como vias paracrinas, autocrinas e também via fatores de
transcricdo. A testosterona e a diidrotestosterona (DHT) sdo exemplos de
androgénios que estdo associados a essas vias de sinalizacdo (Ahmed, Ali
et al. 2014), ou seja, tem importante fungdo na diferenciagdo e maturagéo
prostatica (Ntais, Polycarpou et al. 2003). Portanto, alteracbes nas vias de
sinalizacdes, como o aumento de niveis de androgénios podem vir a

contribuir para o desenvolvimento do CaP (Ahmed, Ali et al. 2014).

A testosterona e DHT séo os horménios esterdides mais importantes
no sexo masculino. Ambos exercem funcédo sobre a glandula prostéatica

atraves do receptor de androgénios (AR). Embora a testosterona apresente-



16

se em maiores niveis plasmaticos, a DHT, mesmo em menores niveis
plasmaticos, possui uma acdo mais potente em relacdo a sua precursora

testosterona (Ntais, Polycarpou et al. 2003).

O AR é um membro da superfamilia de receptores esterbides e é
responsavel por mediar os efeitos fisiolégicos androgénicos (Hu, Dunn et al.
2009). O AR inativo encontra-se no citoplasma celular associado a proteinas
de choque térmico e chaperonas. Quando a testosterona entra no
citoplasma celular, ela é convertida pela enzima 5a-redutase em DHT, um
metabdlito com acdo mais potente. A DHT liga-se ao AR tornando-o ativo,
entdo, o complexo hormonio-receptor formado sofre diversas modificacdes
conformacionais, como por exemplo, dissociacdo das chaperonas,
fosforilacdo, dimerizacéo e translocacao para o nucleo da célula. O AR ativo
no nucleo celular é capaz de se ligar no DNA de genes alvos, em regides
conhecidas como elemento responsivo aos androgénios (AREs), podendo
recrutar diferentes fatores de transcricdo (por exemplo, a DNA polimerase
tipo Il) e também diferentes cofatores, que atuam inibindo ou ativando a

transcricdo génica (Guo, Yang et al. 2009).
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Citoplasma

TRANSCONFORMACAO Ndcleo

Fosforilagdo
i Dimerizagdao
\‘ Translocagao

_ ATIVACAO TRANSCRICIONAL
‘ Express3ao de genes-alvo
] de androgénios
Desligamento 3
das HSP \

1
Sa - REDUTASE |

f @ our \\

W/
() TESTOSTERONA

Figura 2. Mecanismo de acdo dos androgénios, exemplificado pela testosterona. Adaptada
de (Gobinet, Poujol et al. 2002).

O gene que codifica o AR esta localizado no cromossomo Xqll-12 e
€ estruturalmente composto por 8 éxons. Estes éxons codificam
multidominios de proteinas, incluindo um dominio de transativacdo N-
terminal (NTD), um dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e um dominio de
ligacdo ao ligante (LBD) na regido C terminal. O dominio NTD é codificado
pelo o éxon 1 e constitui aproximadamente 60% da regido regulatéria da
proteina. O dominio DBD é codificado pelos éxons 2 e 3, e 0 dominio LBD
pelos os éxons 4, 5, 6, 7 e 8 (Hu, Dunn et al. 2009). Este ultimo dominio
parece ser dispensavel para a atividade transcricional de AR, pois a delecao
desta regido leva a ativacdo constitutiva de sua capacidade transcricional
(Guo, Yang et al. 2009).

O CaP apresenta comportamento dependente de androgénios para
seu crescimento e sobrevivéncia. Um dos tratamentos mais comuns para o
tratamento do CaP consiste na terapia de ablacdo androgénica, quimica
(farmacos antiandrogénicos) ou cirargica (orquidectomia). No entanto, na
maioria dos pacientes, o CaP eventualmente progride & uma condigdo

refrataria & deple¢cédo de androgénios. Desta forma, o CaP tornou-se um foco
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intensivo de estudo para entender os mecanismos subjacentes a transicédo

para o CaP resistente a ablacdo androgénica (Guo, Yang et al. 2009).

Recentemente foi descrito que o AR apresenta diversas isoformas, as
quais sdo produtos gerados pelo evento de processamento do pré-mRNA
conhecido como splicing alternativo. Estudos em diversas linhagens
celulares evidenciam o importante papel destas isoformas no
desenvolvimento e progresséao do CaP. No ano de 2009, foi demonstrada na
literatura cientifica a expresséo de diferentes isoformas do AR em tecido de
CaP e de HPB, e também em diferentes linhagens celulares como
CWR22Rv1, VCap e LNCaP (Guo, Yang et al. 2009; Hu, Dunn et al. 2009).
As isoformas descritas foram: AR3 (também chamada de AR-V7), AR4 (AR-
V1), AR5 (AR-V4) E AR6 (AR-V3). Estas isoformas apresentam os dominios
NTD e DBD intactos, porém nado expressam as regiées hinge e LBD, de
forma que as terapias antiandrogénicas convencionais dirigidas a regido
LBD nado apresentam acdo sobre a funcdo destas variantes do AR (Guo,
Yang et al. 2009).
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Figura 3. Estrutura esquemética das variantes de AR humano disponiveis no
GenBank. As linhas grossas representam os éxons e as finas os introns (Guo, Yang et al.
20009).

Dentre as isoformas AR identificadas até agora, o AR3 (AR-V7)
parece ser uma das principais variantes constitutivamente ativas em
linhagens celulares de CaP (Guo, Yang et al. 2009). Um estudo de Guo et al.
identificou as isoformas AR3, AR4 e AR5 na linhagem celular CWR22Rv1,
gue tem como caracteristica a sua resisténcia a ablacdo androgénica. Nesse
estudo foi verificado que a isoforma de expressao mais abundante € o AR3
(Guo and Qiu 2011). Também foi demonstrado que estas trés variantes do
AR estudadas foram capazes de induzir ativacdo da proliferacao
independente de androgénios na linhagem celular estudada, embora o AR3
pareca ser mais ativo em relacdo as outras duas variantes (Guo and Qiu
2011). Estes resultados acima descritos, associados a identificagdo desta

isoforma também na HPB, sugerem que o AR3 pode desempenhar um papel
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importante na regulacdo da homeostase normal da glandula prostética. Este
grupo também retratou que o0 aumento na expressao de AR3 na linhagem
celular LNCaP promove o crescimento celular mesmo em meio com reducéo
de androgénios (Guo and Qiu 2011). Além disso, a superexpressao de AR3
em LNCaP resulta no aumento da proliferacédo celular e a deplegédo dessa
variante endégena em CWR22Rv1 resulta na diminui¢éo da proliferagdo. Em
CaP resistentes a castracdo, o AR3 € superexpresso quando comparado
com amostras de CaP sem ablacdo androgénica. Alids, o aumento de AR e
AR3 ocorre rapidamente apds a ablacdo androgénica, em torno de 2 dias, e
atinge niveis méaximos no 14° dia. Estes dados demonstram a importancia
da presenca de androgénios no ambiente celular, os quais atuam como
moléculas chave na regulacdo da expressdo das isoformas, que favorecem
uma vantagem na proliferacéo celular em condi¢cdes de ablacdo androgénica
(Haile and Sadar 2011).

As variantes de AR podem exercer diferentes funcdes celulares em
funcdo do compartimento subcelular no qual estédo localizadas. Por exemplo,
em células COS-1 e LNCaP, AR3 ¢é localizado principalmente no nucleo,
sugerindo um papel na regulagdo da transcricdo génica. AR4 parece estar
principalmente localizado no citoplasma, sugerindo uma funcao
citoplasmatica, enquanto que a variante AR8 esta associada a membrana
plasmatica, podendo atribuir aspectos dinamicos aos tipos celulares. E
notavel que a localizacao subcelular de uma determinada isoforma de AR
pode ser dinamica e varia em diferentes tipos de células. Por exemplo, ao
contrario de células COS-1 e LNCaP, a localizacdo do AR3 em células
DU145 é bastante heterogénea e difusa no citoplasma, em cerca de 50%

das células (Guo, Yang et al. 2009).

O AR pode atuar como fator de transcricdo, sendo responsavel por
mediar a ativacdo ou repressdo da transcricdo de inUmeros genes. Essa
modulacdo da transcricdo génica pode ocorrer pelo recrutamento de
coativadores ou correpressores. Deste modo, o AR apresenta um importante
papel na regulacdo da proliferacéo e diferenciacdo de células prostaticas,

tornando-se um alvo de estudo para o entendimento da fisiopatologia do



21

CaP (Dean and Knudsen 2013). Contudo, a descoberta de genes alvos
regulados pelo AR ainda € um desafio. Isso deve-se ao fato de que os genes
alvos ndo se comportam igualmente em CaP resistentes a castracdo e em
codicBes induzidas por androgénios em linhagens celulares. Em células
especificas, a expressdo de determinados genes € resultado do
recrutamento de proteinas correguladoras especificas pelo AR. Assim, é de
se esperar que variantes que ndo possuem determinadas regides no RNAmM
apresentem alteracdes na interface da proteina, que podem alterar o
recrutamento de co-reguladores. Além disso, ja foram descritos diversos
genes alvos das AR-V, como o gene KLK3 (que codifica o PSA), que tem
sua transcricdo ativada pela isoforma ARV567es. Ademais, a auséncia de
AR3 altera a expressdao de um conjunto de 188 genes na linhagem
CWR22Rv1. Portanto, a expressao de genes alvos das AR-V podem revelar
biomarcadores para auxiliar na identificagdo de tumores resistentes a

ablacdo androgénica (Haile and Sadar 2011).

1.5 Ciclo celular

O ciclo celular € um processo que visa a divisdo celular viavel pela
duplicacdo do DNA cromoss6mico e posterior segrega¢do em duas células-
filhas geneticamente idénticas. E dividido em 2 fases: a interfase e a mitose
(M), sendo a primeira constituida por 3 estagios: G1, S e G2. O ciclo celular
€ regulado por pontos de checagem constituidos por cinases dependentes
de ciclinas (CDKs). As CDKs ativas durante o ciclo celular sdo 5: CDK2,
CDK4 e CDK®6 que pertencem ao estagio G1, CDK 2 no estagio S, e a CDK

1 no estagio G2 e na interfase (Vermeulen, Van Bockstaele et al. 2003).
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Figura 4. O ciclo celular, fases e pontos de verificagdo (Vermeulen, Van Bockstaele et al.
2003).

Antes das células entrarem no estagio G1 da interfase, elas
permanecem em um estagio GO, o qual ndo faz parte da subdivisdo
tradicional do ciclo celular. Em GO as células ndo estdo em crescimento e
nem em proliferacdo. Quando a célula recebe estimulos para iniciar o ciclo
celular, ela passa para o estagio G1 da interfase. Dentre as alteracbes
celulares estdo o aumento do tamanho e a sintese das proteinas
necessarias para a duplicacdo do DNA. Antes da passagem para a fase S,
a célula passa por um ponto de verificacdo, pela CDK2, em que é analisado
se a ceélula esta apta a realizar a duplicacdo cromossdmica, processo que
ocorre no estagio S. Em seguida a célula entra no estagio G2, onde ocorre a
sintese proteica e a duplicacdo de organelas celulares, como também o
crescimento celular. Entre o estagio G2 da interfase e a fase M, a ceélula
passa pelo segundo ponto de verificacdo, por uma CDK1, onde é analisada

a qualidade do DNA replicado na fase S e € realizada a avaliacdo das
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condi¢gbes celulares para a fase (M) (Vermeulen, Van Bockstaele et al.
2003).

A fase da mitose é dividida em 4 etapas: profase, metafase, anafase e
telofase. Na préfase, as moléculas de DNA sdo condensadas, e entéo,
passam a ser chamadas cromatides-irmds. Na metafase ocorre o
rompimento do envelope celular e as crométides-irmas alinham-se ao fuso
mitético. Neste momento, a célula passa pelo terceiro ponto de verificacao
onde o sistema de controle aciona a anafase para prosseguir o ciclo. Na
anafase ocorre a separacao das cromatides-irmas, e na tel6fase, estas sao

empacotadas em nucleos distintos (Vermeulen, Van Bockstaele et al. 2003).

Em tumores, ocorrem alteracdes genéticas no controle do ciclo
celular, como em genes supressores tumorais e proto-oncogenes,
acarretando na proliferacéo celular exagerada. Desta forma, a manutencgéo
do ciclo celular normal é de suma importancia no controle de muitas

doencas.

1.6 Apoptose

A apoptose é um processo irreversivel de morte celular programada,
cujo objetivo € manter a homeostase das células dos tecidos (Norbury and
Hickson 2001). Trata-se de um mecanismo complexo e sofisticado,
envolvendo uma cascata de eventos moleculares dependentes de energia
(Elmore 2007).

Vérias condicbes podem desencadear a apoptose; no entanto, faz-se
necessario um sinal pré-apoptotico para o inicio do processo. Na presenca
do sinal, a célula sofre alteragbes como: compactacdo e segregacdo da
cromatina, condensacdo do citoplasma, encolhimento celular e
fragmentacao nuclear e celular (Norbury and Hickson 2001; Elmore 2007).
As proteinas responsaveis por desencadear as alteracbes compdem a
familia das caspases, sendo as caspases 2, 8, 9 e 10 iniciadoras e as
caspases 3, 6 e 7 executoras (Riedl and Shi 2004; EImore 2007).
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O mecanismo de apoptose pode ocorrer através da via extrinseca ou
intrinseca. Na primeira via, 0s receptores presentes na superficie celular,
gue podem ser TNF (fator de necrose tumoral) tipo 1 ou Fas (Receptor Fas),
ligam-se a ligantes externos e desencadeiam a ativacdo da caspase 8, que
possibilita a ativagdo das caspases executoras (Riedl and Shi 2004; Elmore
2007).

A segunda via é ativada em casos de dano ou estresse celular. A
ativacdo desta via resulta no aumento da permeabilidade mitocondrial e a
consequente liberacdo da proteina citocromo ¢ para 0 espaco
citoplasmatico, promovendo assim a ativacdo das caspases executoras. A
regulacdo da segunda via € alcancada através da interacdo de proteinas
pré-apoptéticas e antiapoptoticas que constituem a familia Bcl-2. No
momento em que uma célula recebe um sinal pré-apoptoético, ocorre um
desbalanco na interagdo das proteinas no sentido pré-apoptoético levando a
apoptose (Riedl and Shi 2004; ElImore 2007).

Tanto a via extrinseca quanto a via intrinseca acabam no momento
em que as caspases executoras sdo ativadas. Estas caspases permitem a
degradacdo do material nuclear, de proteinas nucleares e do citoesqueleto
através da ativacdo de endonucleases citoplasméaticas e proteases. As
caspases executoras também tem acao sobre a citoqueratina e proteinas do
citoesqueleto da membrana plasmética. Apos a acdo destas caspases, as
alteracdes morfoldgicas e bioquimicas das células apoptéticas podem ser
observadas (Slee, Adrain et al. 2001).

1.7 TP53 e MDM2

O gene TP53 (tumor protein p53) é um gene supressor tumoral
envolvido na resposta celular a danos ao DNA. A proteina codificada por
este gene, p53, é capaz de induzir uma série de genes alvos, tais como
CDKN1A e Bax, levando a uma parada no ciclo celular (nos pontos de

controle G1-S e G2-M) ou induzindo a apoptose (Liu, Zhu et al. 2013).
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Alvo de transativacao relevante da p53, o gene CDKN1A codifica a
proteina p21 “PYWAFl inibidora de cinase dependente de ciclina. A
superexpressdo deste gene, que ocorre em casos de superexpressao de
p53, blogueia o crescimento celular em G1, pois inibe a ciclina que realiza a
checagem nesta fase. Em caso de inativacdo do gene TP53, a célula perde
a capacidade de responder adequadamente a danos do DNA, o que permite
uma base para o acumulo de mutagcBes adicionais que promovem o fenotipo
tumoral (Momand and Zambetti 1997).

A p53 tem importante papel na apoptose. Dependendo do grau e da
circunstancia em que a p53 € ativada, pode ser tomada a decisdo celular
para iniciar a morte celular ap6s a exposicdo a danos ao DNA. Os
mecanismos para a p53 induzir a apoptose devem-se a inducdo da
transcricdo dos genes FAS, BAX ou NOXA, que codificam os membros pro-
apoptoéticos da familia Bcl-2. Contudo, a p53 ndo é necessariamente pro-
apoptotica, pois também atua retardando e bloqueando a morte de células
(Norbury and Hickson 2001).

O gene TP53 é frequentemente inativado em canceres humanos,
sendo que a perda de funcdo deste gene estd associada ao aumento da
tumorigenicidade e no tamanho do tumor. A inativacdo deste gene pode
ocorrer por mutacdes no gene, alteracdes da localizacdo subcelular da
proteina p53, ou por proto-oncogenes como MDM2 (MDM2 oncogene,
Mouse Double Minute 2) (Momand and Zambetti 1997).

No cancer de prostata, as mutacbes no gene do TP53 sao
encontradas em tumores avancados, como também podem estar associadas
ao surgimento de metastases e a independéncia androgénica (Downing,
Russell et al. 2003). Existem evidéncias que a proteina p53 pode estar
relacionada a sinalizacdo da regulacdo androgénica, contudo, o0s
mecanismos de como o0 processo ocorre sdo dificeis de ser interpretados
(Cronauer, Schulz et al. 2004). Um estudo de Burchardt e cols. mostrou que
a diminuicdo da expressdo de p53 na linhagem LNCaP permite a formacao
de tumores resistentes a ablacdo androgénica em ratos castrados, enquanto

em células LNCaP com expressdo normal de p53 ocorre o contrario. Este
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resultado aumenta a evidéncia que p53 pode vir a regular diretamente a
sinalizacdo androgénica pelo AR e essa interacdo pode ocorrer devido a

complexidade de ambas as proteinas (Burchardt, Burchardt et al. 2001).

Em condicbes normais, a p53 esta presente em concentracées muito
baixas, pelo fato de estar no citoplasma celular interagindo com a proteina
Mdm2, a qual a inativa (Liu, Zhu et al. 2013). O gene que codifica a proteina
Mdm2 esta localizado em humanos no cromossomo 12g13-14. A proteina
Mdm2 possui 491 aa e apresenta em sua estrutura dois dedos de zinco e um
dominio acido (Momand and Zambetti 1997). A transcricdo de MDM2 é
ativada e regulada pela proteina p53, que se liga ao promotor do gene. Por
sua vez, a proteina p53 € inibida por Mdm2 (Golubovskaya and Cance
2013). Os mecanismos pelos quais Mdm2 inibe funcionalmente p53 podem
ocorrer devido a ocultagdo do dominio &cido presente na p53, ou também
por prevenir a ligagdo da p53 ao DNA (Momand and Zambetti 1997).

A interacdo entre Mdm2 e p53 € interrompida quando ocorre a
exposicao celular a fatores estressores, como radiacdes ionizantes, radicais
livres, hipdxia e perturbacdes por reagentes quimicos. O complexo Mdmz2-
p53 se desfaz devido a fosforilagdo de p53, que a deixa ativa. Com a
ativacdo da p53, esta é rapidamente translocada ao ndcleo da célula, onde
liga-se ao DNA de genes alvos, como CDKN1A, para, ou permitir o reparo

ao DNA, ou levar a células a apoptose (Liu, Zhu et al. 2013).
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Figura 5. Mecanismo de acéo de p53. Adaptado de (Chene 2003).

Para o desenvolvimento celular normal, € muito importante que haja
um equilibrio entre Mdm2 e p53. A importancia do equilibrio entre essas
proteinas foi demonstrada correlacionando os niveis de Mdm2 e p53 livres e
do complexo Mdm2-p53 em linhagens celulares. Uma linhagem que
apresenta superexpressao de Mdm2 e que nao contém a proteina p53
detectavel, e esta ndo se apresenta complexada ao Mdm2, possui alta taxa
de proliferacdo, portanto, apresenta caracteristicas tumorigénicas. Ja& uma
linhagem que superexpressa p53 artificialmente e acumula esta proteina
livre, realiza paradas na fase G1 da interfase do ciclo celular e apresenta
menor taxa de proliferacdo. No entanto, em células normais em proliferacao,
sdo encontrados baixos niveis de p53 e Mdm2. Além disso, as células que
apresentam superexpressao de Mdm2 séo incapazes de parar em G1 em
resposta a p53, fato que demonstra a importancia da relagdo de equilibrio
funcional entre estas duas proteinas (Momand and Zambetti 1997).

1.8 CDKN1A

O gene CDKNI1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) codifica a

proteina p21 CiPtWafl

, primeira inibidora de cinase dependente ciclina (CDKI)
identificada. Esta proteina contém 164 aa, com peso molecular de 20kDa.

Ela apresenta papel importante no ciclo celular, pois inibe as CDKs do tipo 2,
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3, 4 e 6, promovendo assim, a interrupcdo da sintese de DNA e do ciclo
celular. A nomeacao Cip se d& devido ao fato da interacdo com as CDKs, e
a nomeacao Wafl é devida a ativacdo por p53 (Cmielova and Rezacova
2011).

Esta proteina é de extrema relevancia no estudo de tumores. Como
possui funcdo inibitéria da proliferacdo celular, pode contribuir para o
potencial supressor tumoral. Assim, a auséncia da proteina € marcada pela
proliferacdo com DNA danificado, o que permite a progressao tumoral
(Cmielova and Rezacova 2011). A proteina também pode apresentar
atividade antiapoptética, pois a parada no ciclo celular protege que as
células sofram apoptose induzida por estresse, assim, pode ser considerada

oncogénica (Gartel and Tyner 2002).

A transcricio do gene CDKN1A é induzida por mecanismos
dependentes e independentes de p53 (Gartel and Tyner 2002). Quando
dependente de p53, a regulacdo acontece em situacdo desagradavel a
célula. A proteina p53 induz o aumento da transcricdo de CDKN1A para que
ocorra a interrupgcdo do ciclo celular (Cmielova and Rezacova 2011). O
aumento da expressdo de CDKN1A no céncer de prostata pode estar
associado a metastases e a instabilidade génica (Ceccarelli, Santini et al.
2001), sendo que o aumento da sua expressao pode ser devido a regulacdo
por p53 ou até por hormdnios androgénios (Lu, Liu et al. 1999). Existem
evidéncias de que androgénios podem regular positivamente a expressao de
CDKN1A através de um elemento responsivel a androgénios (ARE,
androgen response element) presente no promotor do CDKN1A (Lu, Liu et
al. 1999). Desse modo, € possivel que o AR ativado, em situacdes de
auséncia de androgénios, possa regular a expressdo de CDKN1A. A elevada
expressdo de p21 em cancer esta relacionada com um pior prognéstico da
doenca, e assim, pode estar associada a condicdes de auséncia de

androgénios (Martinez, Yang et al. 2002).
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RESUMO

Introducédo:O cancer de prostata (CaP) é dependente de androgénios para
a proliferacdo e manutencdo do tumor, sendo a sinalizacdo androgénica
dada através do receptor de androgénios (AR). As variantes desse receptor
(AR-Vs), geradas a partir de splicing alternativo, sdo constitutivamente ativas
e apresentam expressdo elevada em CaP mais avancados, onde ha
deplecdo androgénica. Genes como TP53 (tumor protein p53), MDM2
(MDM2 oncogene, Mouse Double Minute 2) e CDKN1A (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1A) séo essenciais para o controle do ciclo celular e podem
apresentar alteracdes que contribuam para a proliferacdo tumoral e um pior
prognoéstico. A andlise dos genes do ciclo celular e a possivel correlacdo
com a expressao das AR-Vs pode permitir um melhor entendimento acerca
da patogénese do CaP.

Métodos: A expressdo génica de TP53, MDM2 e CDKN1A foi realizada por
RT-gPCR em 26 amostras de CaP e 27 de hiperplasia prostética benigna
(HPB) de pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Resultados: Todos os genes analisados foram superexpressos no CaP em
relacdo a HPB (P<0,05). No grupo CaP, a expressdo dos genes TP53 e do
AR3/5/6 foi correlacionada positivamente, além disso, a expressdo de MDM2
foi correlacionada com a do AR full-lenght e do AR3/5/6. O gene CDKN1A
nao apresentou nenhuma correlagcdo com as variantes do AR.

Conclusao: A maior expressao dos genes TP53, MDM2 e CDKN1A no CaP,
pode estar envolvida com a tentativa de reverséo o processo neoplasico. A
correlacdo dos genes com as AR-Vs pode sugerir que existe uma

corregulacao entre as AR-Vs e os genes do ciclo celular.
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PALAVRAS-CHAVE: tumores da prostata, ciclo celular, variantes de splicing

do receptor de androgénios, splicing alternativo.

INTRODUCAO

O desenvolvimento normal da prostata depende do eixo de
sinalizacdo androgénica, sendo a testosterona e a diidrotestosterona (DHT)
os horménios androgénios que estdo associados a funcionalidade desta
glandula (1). Estes horménios podem ligar-se ao receptor de androgénios
(AR), desencadeando a sinalizacdo androgénica, que é necessaria para o
desenvolvimento normal da prostata assim como para a progressdo do

cancer de proéstata (CaP) (2,3).

O receptor de androgénios apresenta multidominios de proteinas,
incluindo um dominio de transativacdo N-terminal (NTD), um dominio de
ligacdo ao DNA (DBD) e um dominio de ligacdo ao ligante (LBD) na regido
C-terminal. Este ultimo dominio parece ser dispensavel para a atividade
transcricional de AR, uma vez que a delecdo desta regido leva a ativacao
constitutiva de sua capacidade transcricional (4). Como o cancer de prostata
(CaP) apresenta comportamento dependente de androgénios para seu
crescimento e sobrevivéncia, um dos tratamentos mais comuns consiste na
terapia de ablacdo androgénica, quimica (farmacos antiandrogénicos) ou
cirurgica (orquidectomia). No entanto, na maioria dos pacientes, o CaP

eventualmente progride a uma condicdo refrataria a deplecdo de

androgénios (4).
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Recentemente foram descritas isoformas do AR, que sdo produtos
gerados pelo evento de processamento do pré-mRNA conhecido como
splicing alternativo. Estudos em linhagens celulares evidenciam o importante
papel destas isoformas no desenvolvimento e progressédo do CaP. Ja foram
descritas varias isoformas em CaP e HPB, dentre elas estdo: AR3 (também
chamada de AR-V7), AR4 (AR-V1), AR5 (AR-V4) E AR6 (AR-V3). Estas
isoformas apresentam os dominios NTD e DBD intactos, porém perdem as
regides hinge e LBD, de forma que as terapias antiandrogénicas
convencionais dirigidas a regido LBD nédo apresentam acao sobre a funcéo

destas variantes do AR, e a progressao tumoral é favorecida (2,4).

O AR atua como fator de transcricdo e € capaz de mediar a ativacao
ou repressao da transcricdo de inUmeros genes, 0 que pode ocorrer através
do recrutamento de coativadores ou correpressores. Devido a isso, ele
apresenta um importante papel na proliferacdo e diferenciacdo de células
prostaticas (5). Sabe-se que as células tumorais apresentam alteracées no
ciclo celular que permitem sua sobrevivéncia e, no cancer, genes do ciclo
celular como TP53 (tumor protein p53), MDM2 (MDM2 oncogene, Mouse
Double Minute 2) e CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) podem

apresentar alteracdes que contribuam para a proliferacdo tumoral.

O gene TP53 é um gene supressor tumoral envolvido na resposta
celular a danos ao DNA. A proteina codificada por este gene é capaz de
induzir uma série de genes alvos, tais como CDKN1A, levando a parada no
ciclo celular (nos pontos de controle G1-S e G2-M) (6). A proteina p21

CplWafl “inibidora de cinase dependente ciclina (CDKI) é codificada por
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CDKNL1 e apresenta papel importante no ciclo celular, pois inibe as CDKs do
tipo 2, 3, 4 e 6, promovendo assim, a interrupcdo da sintese de DNA e do
ciclo celular (7). A inativacdo de TP53 é frequente em cénceres e pode
ocorrer através de mutacdes no gene, alteracdes da localizacdo subcelular
da proteina p53, ou por proto-oncogenes como MDM2 (8). A transcri¢do de
MDMZ2 é ativada e regulada pela proteina p53. Por sua vez, a proteina p53 é
inibida por Mdm2 (9). As duas proteinas estdo complexadas no citoplasma e
este complexo se desfaz em condi¢des de estresse, devido a fosforilagdo de

p53, que deixa esta proteina ativa para exercer suas funcdes (6).

Levando em consideracdo o papel do AR no desenvolvimento
prostatico e proliferacdo tumoral, a participacdo dos genes TP53, MDM2 e
CKDN1A na manutencéo e controle do ciclo celular, este estudo é de grande
importancia para um melhor entendimento acerca da patogenia do CaP e da
HPB. Por conseguinte, o objetivo deste estudo consiste em analisar os
niveis de RNAm de TP53, MDM2 e CDKN1A, e posteriormente, verificar sua
possivel correlagdo com a expressado génica do AR e das variantes do AR

(AR3, AR4, AR5 e ARS).

MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras

As amostras de CaP (N = 26) foram oriundas de prostatectomia
radical e prostatovesiculectomia, e as amostras de HPB (N = 27) de

prostatectomia aberta e resseccdo transuretral. A confirmacdo do
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diagnéstico foi realizada pelo servigo de patologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Todos os pacientes escolhidos atenderam os critérios de
inclusdo, tendo sido considerados como critérios de exclusdo: nenhuma
outra neoplasia concomitante e n&o ter recebido hormonioterapia ou

quimioterapia.

Aspectos éticos

Este estudo faz parte de um projeto maior desenvolvido por nosso
grupo de pesquisa, que ja foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HCPA, sob numero 12-0320. Todos o0s pacientes que participaram da
pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (em anexo

5.2) autorizando a utilizacdo do material para a pesquisa.

Extracdo de RNA total, purificacdo e sintese de cDNA

A extracdo do RNA total foi realizada a partir de 0,2g de tecido
prostatico, utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies,
EUA) segundo o protocolo do fabricante. O RNA extraido foi purificado com
o kit PureLink™RNA Mini Kit (Ambion, Life Techonologies, EUA), segundo o
protocolo do fabricante. A quantificacdo do RNA purificado foi realizada no
espectrofotometro GeneQuant (Pharmacia) nos comprimentos de onda 260
e 280nm. O RNA foi considerado puro quando a razdo das absorbancias
260/280 nm apresentou valor superior a 1,6. A sintese do cDNA foi realizada
por transcricdo reversa utilizando o kit Super Script 1l First-Strand Synthesis
Systemfor RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies, EUA), a partir de 2ug de

RNA total purificado.
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Amplificacédo por RT-qPCR

A analise de expressdo génica a partir de RT-gPCR (reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa a partir de transcricdo reversa) foi
realizada utilizando o termocilador StepOne Plus™ (Applied Biosystems®).
Foram utilizadas sondas de hidrélise TagMan® (Life Technologies, EUA)
para os genes alvos: TP53 (Hs01034249 ml), MDM2 (Hs00242813 m1l),
CDKN1A (Hs00355782_m1l), B2M (Hs00984230 ml). A quantificacédo
relativa das amostras foi realizada através de uma curva padrao contendo 5
pontos em duplicada com concentragcdo conhecida de um pool de cDNA. A
quantificacdo de cada amostra foi realizada a partir do ciclo limiar (Cq) e a
expressdo dos niveis de mMRNA de todos genes alvos foi normalizada pelo

gene enddgeno beta-2-microglobulina (B2M).

Expressado génica de AR e das AR-Vs

As analises de expressao génica de AR e das AR-Vs foram realizadas
por Hillebrand e cols. (dados n&o publicados). Para a amplificacdo do AR
total foi utilizado o ensaio Hs00171172_ml (Life Technologies), que é
especifico para os transcritos 1 (GI:349501065 - full-lenght) e 2
(GI:349501066) do AR (sendo denominado AR1/2). Para amplificacdo das
isoformas foram utilizados os seguintes ensaios: AR4, AR3/5/6 e AR5/6.
Dada a alta similaridade entre as sequencias das isoformas AR3, AR5 e
ARG, ndo é possivel o desenho de ensaio especifico para cada isoforma,
optando-se pela amplificacdo das isoformas em conjunto. A fim de inferir um

valor para a expressao do AR3, optou-se pela razdo das expressdes
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(AR3/5/6) I (AR5/6). A expressdo de todos os genes alvos foi normalizada

pela B2M (10). Todos os ensaios foram sintetizados pela Life Technologies.

Analise estatistica

A expressdo génica de todos os genes analisados ndo apresentou
distribuicdo normal, sendo entdo analisada pelo teste de Mann-Whitney. O
teste de correlacéo utilizado foi o teste de Spearman. A expressao génica e
a correlacdo foram consideradas significativas quando o P<0,05. Todas as
analises foram realizadas utilizando o programa SPSS 20 (Statistical

Package for the Social Sciences).

RESULTADOS

Caracteristicas das amostras estudadas

As caracteristicas principais das amostras estudadas estdo dispostas
na tabela I. A mediana de idade (percentil 25 - 75) ndo foi diferente entre os
grupos, 68 (60,50 - 69,50) para o grupo HPB e 64 (60 - 69) para o grupo
CaP(*P = 0,714). A mediana da dosagem sérica de PSA pré-operatério foi
de 5,6 (4,42 - 12,55) ng/dL no grupo HPB e 8,0 (5,58 - 11,90) ng/dL no grupo
CaP, sendo maior no grupo CaP quando comparada ao grupo HPB
(P=0,009). O escore de Gleason (avalia a graduacéo histolégica das células
tumorais), estadiamento tumoral (extensdo do tumor), peso da prostata e
recidiva bioquimica foram avaliadas somente no grupo CaP. A mediana do
peso da préstata em amostras de CaP foi de 39,00 g (32,00 - 45,50). Das 26

amostras de CaP, 19 (73,1%) apresentaram Gleason <7 (3+4) e 7 (26,9%)
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amostras 27 (4+3). Quanto ao estadiamento, 16 (61,5%) amostras foram
classificadas como T2 e 10 (38,5%) como T3. Ja no que se refere a recidiva
bioquimica, 6 pacientes (23,1%) recidivaram, ou seja, apresentaram em 2
dosagens de PSA pos-operaratorio valores 20,2 ng/dL, e 20 (76,9 %)

pacientes ndo tiveram recidiva até o momento.

Tabela |. Caracterizagdo das amostras estudadas. * dados n&o avaliados para as amostras
de hiperplasia prostatica benigna.2zdados apresentados em numero de amostra (%). 3 Teste
de Mann-Whitney.

HPB (n=27) CaP (n=26) Valor-P
Idade (mediana(percentil 25- 64,00 (60,00 - 64,50 (60 — 69) 0,7143
75) 69,00)
PSA pré-operatorio (ng/dL) 5,6 (4,42 - 8,0 (5,58 - 0,0093
(mediana(percentil 25-75) 12,55) 11,90)
Peso da peca (g)* - 39 (32 - 45,50) n/a
Escore de Gleason?? - n/a
Gleason <7(3+4) 19 (73,1%)

Gleason 27(4+3) 7 (26,9%)
Estadiamento (pTNM) 12 - n/a
T2 16 (61,5%)

T3 10 (38,5%)
Recidiva Bioquimical2 - n/a
Sim 6 (23,1%)

Nio 20 (76,9%)
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Andélises dos niveis de mRNA dos genes TP53, MDM2 e CDKN1A

Para a analise de expressédo génica do TP53, MDM2 e CDKN1A, o
cDNA de 27 amostras de HPB e 26 amostras de CaP foi analisado. A

expressao tecidual dos mRNAs foi quantificada por RT-gPCR.

Os dados de expressdo génica de todos os genes estudados nao
apresentaram distribuicdo normal, sendo considerados ndo paramétricos. A
expressao génica (tabela Il) [mediana (percentil 25% - 75%)] de TP53 foi de
0,9967 (0,3952 - 1,4472) no grupo HPB e 1,5580 (0,8471 - 2,8556) no grupo
CaP, sendo mais expresso no CaP em relacdo a HPB (*P=0,012)(Figura 1-

Material suplementar).

A expressao génica de MDM2 foi de 1,1464 (0,8073 - 2,3870) no grupo HPB
e 3,5086 (1,6486 - 8,1505) no grupo CaP, sendo maior no grupo CaP que no

grupo HPB (*P<0,001) (Figura 2-Material suplementar).

A expressao génica CDKN1A foi de 0,6452 (0,3477 — 0,9680) no grupo HPB
e 2,3317 (0,7825 — 3,9038) no grupo CaP, sendo maior no grupo CaP que

no grupo HPB. (*P<0,001) (Figura 3-Material suplementar).

Tabela Il. Resultados da Expressdo Génica de TP53, MDM2 e CDKN1A em hiperplasia

prostatica benigna e cancer de prostata.

HPB CaP P
TP53 0,9967 1,5580 0,012 *
(0,3952 - 1,4472) (0,8471-2,8556)
MDM?2 1,1464 3,5086 0,001 *
(0,8073 - 2,3870) (1,6486 - 8,1505)
CDKN1A 0,6452 2,3317 0,001 *

(0,3477 - 0,9680)

(0,7825 — 3,9038)
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Para verificar a presenca de correlacdo entre as variaveis estudadas,
foi realizado o teste de correlacdo de Spearman. A correlacédo entre TP53 e
MDM2 foi positiva no grupo HPB (0,792; *P<0,01) e também no grupo CaP
(0,807;*P<0,01) (dados ndo mostrados). Para as variaveis idade, Gleason,
estadiamento e recidiva bioguimica, nao foi encontrada nenhuma correlacao

com a expressao dos genes em estudo.

Também foi avaliada a possivel correlacdo entre os genes alvos
estudados (TP53, MDM2 e CDKN1A) e as isoformas do receptor de
androgénios estudadas por Hillebrand e cols., (dados nao publicados)(10).
Nas amostras de HPB ndo foi encontrada nenhuma correlagdo. Nas
amostras de CaP, foi encontrada uma correlacdo positiva entre os niveis
MRNA de TP53 e do AR3/5/6 (0,438; P=0,028) (tabela Ill). Nesse mesmo
grupo, a expressao do gene MDM2 apresentou uma correlacdo positiva com
a expressdo do AR1/2 (0,434; P=0,030) e com a do AR3/5/6 (0,482;
P=0,015). A expressao génica do gene CDKN1A ndo apresentou correlacao

significativa com nenhuma isoforma do receptor de androgénios.
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Tabela Ill. Correlagdo entre dados analisados em amostras de cancer de prostata.
Apresentadas como r (P). As variaveis p21, AR4, Razdo (AR3/5/6)/(5/6) foram testadas,

mas ndo apresentaram correlagdo com nenhuma das outras variaveis.

CaP Razao
r (P) AR1/2 AR AR3/5/ (AR3/5/6)
4 6 / (5/6)
TP53 - - 0,438 -
(0,028)
MDM?2 0,434 - 0,482 -
(0,030) (0,015)
CDKN1A - - - i
DISCUSSAO

Na glandula prostética, os androgénios sdo essenciais para a
manutencao da proliferacdo e diferenciacéo das células epiteliais (11). O AR
atua como fator de transcricdo, sendo responsavel pela regulacdo da
transcricdo de inumeros genes, podendo mediar o recrutamento de
coativadores e correpressores da transcricdo génica. Assim, o AR exerce um
papel importantissimo na regulacao normal da préstata (5). Portanto, como a
biologia do CaP é vinculada a atividade do AR, muitos estudos buscam
entender quais as contribuicbes especificas da perda da regulacdo do AR

em varios contextos celulares (5).

O epitélio normal prostéatico e o CaP apresentam expresséao diferencial
de diversos genes. Genes que exercem fungdes como transducéo de sinais,

geralmente sdo superexpressos, enquanto genes supressores tumorais sao
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pouco expressos. No entanto, a baixa expressdo de genes supressores
tumorais, junto com a diminuicdo da apoptose e a elevada proliferacéo,
podem ser considerados fatores favoraveis para o cancer (12). Contudo, a
conservacao da regulacéo do ciclo celular € fundamental para determinar se
a célula ira se diferenciar, proliferar ou se ira morrer (11). No presente
estudo foi analisada a expressdo génica dos genes TP53, MDM2 e
CDKNI1A, genes importantissimos na regulacéo do ciclo celular.

Resultados prévios encontrados pelo nosso grupo de pesquisa (dados
nao publicados) demonstraram que, embora a expressao da forma full-lenght
do AR (AR1/2) ndo apresente expressao diferencial entre as amostras de
CaP e HPB, as AR-Vs sao diferencialmente expressas entre estes dois
tecidos. Com base nestas evidéncias, pode-se assumir a participacdo das
AR-Vs tanto no inicio do desenvolvimento tumoral, quanto na manutencao
da proliferacéo celular e recidiva tumoral do CaP. Visto isso, optou-se por
estudar genes-chave na regulacao do ciclo celular no intuito de compreender
melhor o mecanismo pelo qual as AR-Vs podem dirigir a manutencédo e

proliferacéo celular no CaP.

Os presentes resultados demonstram a superexpressao dos genes
TP53 e MDM2 no CaP quando comparado a HPB. Analises de
imunohistoquimica realizadas por Ji e cols. corroboram com estes resultados
(13). Pelo fato do gene TP53 ter um importante papel como supressor
tumoral com funcéo de regular a progressao no ciclo celular (5), o aumento
da expressdo génica de TP53 pode estar relacionado a respostas ao
estresse celular (ex.: dano ao DNA) a fim de reverter a transformacéo

neoplasica (14). No entanto, a perda do gene TP53 pode afetar a
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proliferacéo celular e permitir a progressao tumoral (5). Mutagcbes em TP53
sdo encontradas em aproximadamente 50% de todos os tipos de cancer
(15); contudo, ndo sdo comuns em CaP primario, embora possam ocorrer
com o avanco da doenca (16), sendo descritas em 45% de amostras de CaP

que sofreram metastase dssea (17).

Nosso resultado referente a superexpressdo de MDM2 no CaP condiz
com um estudo de Leite e cols. que encontrou que MDM2 é superexpresso
em amostras de CaP de pacientes submetidos a prostatectomia radical.
Além disso, estes autores demonstraram que a expressdo de MDM2 esta
associada a taxa de proliferacao celular, pelo fato de estar significativamente
associada ao volume tumoral. A elevada expressdo de MDM2 também pode
estar associada a um pior prognéstico e a tumores mais agressivos (17);
todavia, em nossas analises ndo encontramos correlagdo com o escore de

Gleason e o estadiamento do tumor.

Em condicBes normais a célula, os niveis de Mdm2 e p53 geralmente
séo baixos e estdo em equilibrio (6), 0 que parece ter importante papel, visto
gue quando em desequilibrio pela maior expressao do gene MDM2, ocorrem
alteracdes no ciclo celular que favorecem a proliferacdo e o0 processo
tumoral (8). Nossos resultados mostraram uma correlacdo fortemente
positiva entre MDM2/TP53 em HPB e em CaP sugerindo o equilibrio destes
genes em ambos grupos. Assim, mesmo que tenhamos encontrado uma
elevada expressdo destes genes no CaP, a presenca do equilibrio é

importante para a manutencgéo do ciclo celular.
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Também encontramos aumento na expressdo génica de CDKN1A no
CaP quando comparado a HPB. Devido ao fato de CDKN1A ser regulado
pela proteina p53 (7) e a expresséo do gene TP53 estar aumentada no CaP,
nossos resultados sugerem que o aumento de CDKN1A pode ser devido a
sua regulacao via p53. A funcao supressora tumoral do gene CDKN1A pode
explicar estes resultados, visto que a parada do ciclo celular em resposta a
algum dano, no intuito de reverter a transformacao neoplasica do CaP, pode
ser um mecanismo de protecdo da célula frente a carcinogénese, posto que
a nado expressao (ou auséncia) desse gene pode favorecer 0 processo
tumoral. De maneira controversa, a proteina codificada por CDKN1A, p21,
pode exercer funcdo antiapoptotica, possibilitando a progressao tumoral. O
aumento desta proteina ja foi descrita em cancer de prostata e mama, e em

muitos casos esta correlacionada com agressividade tumoral (7).

Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa observamos que 0s
niveis de mRNA do AR 3/5/6 estdo mais elevados nas amostras de CaP do
gue nas amostras de HPB (P = 0,044)(10), e, ao correlacionarmos estes
dados com os resultados encontrados pelo presente estudo, encontramos
uma correlagdo positiva entre os niveis de expressao de mRNA do TP53
com os niveis de expressdo do mRNA do AR3/5/6. Este resultado demonstra
que quando ocorre o aumento da expressdo génica de AR3/5/6, ocorre 0

aumento em paralelo da expressao de TP53.

Embora na literatura esta correlacdo tenha sido demonstrada somente
entre 0 AR (ndo suas isoformas) e o TP53 (16,18), podemos acreditar que
esta discrepancia entre os dados pode ser devida ao fato de que no

presente trabalho avaliamos de maneira separada a expressao do AR full-
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lenght e de suas isoformas. Ainda nesse sentido, Guseva e cols. sugerem
que a interacdo entre o0 AR e o p53 ocorre através do dominio DBD (DNA
binding domain), regido que também esta expressa nas isoformas do AR.
Juntos, esses dados nos permitem assumir que sim, as isoformas em
guestdo também interagem com o p53, embora sejam necessarios

experimentos mais detalhados para comprovar isto.

Tanto p53 quanto AR sé&o fatores de transcricdo que podem regular a
transcricdo de diversos genes, sendo também possivel a regulagdo entre
ambos (16). Existem evidéncias que p53 pode modular a sinalizagcéo
androgénica, pois a elevada expressédo de p53 na linhagem celular PC-3
diminui a transativagdo no promotor do gene KLK3 (que codifica o PSA) pelo
AR (19). Outro estudo sugere que a diminuicdo da expressdo de p53 na
linhagem LNCaP permite a formacdo de tumores resistentes a ablagao
androgénica em ratos castrados, enquanto em células LNCaP com
expressdo normal de p53 ocorre o contrario (20). Além disso, Guseva e cols.
sugerem que a interacdo entre ambas as proteinas ocorre devido a sua
complexidade funcional e que na presenca da proteina p53, a interacdo com
0 AR restringe os sitios de ligacdo do AR nos genes alvos. J& na auséncia
de p53, 0 AR consegue se ligar nas regides AREs e ativar a transcricao de
genes levando a proliferacdo prostatica (18). Portanto, enquanto que os
niveis de mRNA do p53 e do AR3/5/6 estdo positivamente correlacionados,
estudos de interacdo proteina-proteina sugerem que p53 regula

negativamente a proteina AR (21), isto é, podemos acreditar que esta

interacdo pode ser devida a uma tentativa da célula em minimizar ou até
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abolir a sinalizacdo androgénica exercida pelo AR e também por suas

isoformas, isto tudo em busca da reversado neoplésica.

Também encontramos uma correlagdo positiva entre a expressao do
MDM2 e a expressédo do AR full-lenght e AR3/5/6. A elevada expressao das
AR-Vs geralmente estd relacionada a céanceres refratarios a ablacéo
androgénica, visto que nestas amostras os niveis de expressdo das AR-Vs
séo significativamente mais elevados do que em amostras de CaP primério
(2,4), e nestes, mais elevados que na HPB (10). Além disso, a
superexpressdo das isoformas esta relacionada a recidiva tumoral em
pacientes submetidos a cirurgia para retirada do tumor (4,10). No entanto,
interacbes entre AR, AR-Vs e Mdm2 sao pouco descritas. Uma interacdo
descrita na literatura sugere que a proteina Mdm2 age como uma E3
ubiquitina ligase, induzindo a ubiquitinacdo do AR e promovendo a sua
degradacédo (22). Contudo, a presenca de mutacdoes em MDM2 pode dar
origens a proteinas incapazes de promover a degradacao do AR (5). Embora
exista uma correlacdo positiva entre as expressdes de MDM2 com o AR full-
length e AR3/5/6, € possivel que a interacdo proteina-proteina ocorra de
forma negativa. Deste modo, a elevada expressdo dos genes em estudo no
CaP e a associacdo com as AR-Vs nos sugerem novos caminhos para o

entendimento do desenvolvimento do CaP.
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CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram a maior expressdo dos genes TP53,
MDM2 e CDKN1A no carcinoma comparado a HPB, evidenciando a
participagéo dos genes estudados no desenvolvimento e na manutengéo da
proliferagao celular no CaP. Do mesmo modo, as correlagdes encontradas
com as isoformas do receptor de androgénios sugerem uma possivel
interacdo entre os genes estudados e as isoformas, evidenciando a
interacdo entre a via de sinalizacdo androgénica e genes alvo do ciclo
celular. Entretanto, estudos precisam ser realizados para um melhor

entendimento destas interacdes entre proteinas.
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Figura 1. Expressdo Génica do TP53 em tecido
prostatico de pacientes com hiperplasia prostatica
benigna e céancer de prostata. Cada ponto
representa um paciente. As barras indicam a
mediana da expressdo génica (HPB = 0,9967; CaP
=1,5580) P = 0,012

Figura 2. Expressdo Génica do MDM2 em tecido
prostatico de pacientes com hiperplasia prostatica
benigna e céancer de prostata. Cada ponto
representa um paciente. As barras indicam a
mediana da expressdo génica (HPB = 1,1464; CaP
=3,5086) P = 0,001

Figura 3. Expressé@o Génica do CDKN1A em tecido
prostatico de pacientes com hiperplasia prostatica
benigna e céancer de prostata. Cada ponto
representa um paciente. As barras indicam a
mediana da expressdo génica (HPB = 0,6452; CaP
=2,3317) P =0,001
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3. Conclusdes e Perspectivas:

Nesse trabalho conseguimos verificar que os genes TP53, MDM2 e
CDKNI1A estdo mais expressos no CaP, resultado que permite um melhor
entendimento desta doenca. Além disso, a presenca de correlacédo entre os
niveis de mRNA de TP53, MDM2 e CDKN1A e das AR-V em CaP destacam

o importante papel destas isoformas no desenvolvimento e recidiva do CaP.

Como perspectivas do trabalho, serdo realizadas analises para verificar
a expresséao proteica de p53, Mdm2 e p21 pelo ensaio de ELISA. Por esta
mesma técnica, serdo realizadas dosagens intrateciduais de testosterona e
diidrotestosterona. A expressao proteica da isoforma AR3 sera avaliada por

imunocitoquimica.
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confidence while the paper is under review. It will not be shared with
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main body, references, acknowledgements, and figure legends in a
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figure # (i.e., figure 1, figure 2, etc.). Files containing individual
panels will not be accepted. Figures must be in TIFF or EPS.
Resolution 1200 dpi for line art (simple bar graphs, charts, or non-
photographic artwork) 600 dpi for combination halftones
(photographs that also contain line art such as labeling or thin lines)
300 dpi for halftones (black and white photographs) and color
figures.

If your paper is accepted, the author identified as the formal
corresponding author for the paper will receive an email prompting
them to login into Author Services; where via the Wiley Author
Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license
agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author
will be presented with the copyright transfer agreement (CTA) to
sign. The terms and conditions of the CTA can be previewed in the
samples associated with the Copyright FAQs below:

CTA Terms and Conditions
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs copyright.asp
For authors choosing OnlineOpen

If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will
have a choice of the following Creative Commons License Open
Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License
OAA

To preview the terms and conditions of these open access
agreements please visit the Copyright FAQs hosted on Wiley Author
Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fagqs copyright.asp
and

visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/
Copyright--License.html.



http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html

58

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by
The Wellcome Trust and members of the Research Councils UK
(RCUK) you will be given the opportunity to publish your article
under a CC-BY license supporting you in complying with Wellcome
Trust and Research Councils UK requirements. For more
information on this policy and the Journal’'s compliant self-archiving
policy please visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to
preview the terms and conditions of this license:

Creative Commons Attribution License OAA

To preview the terms and conditions of these open access
agreements please visit the Copyright FAQs hosted on Wiley Author
Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp
and

visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/

Copyright--License.html.

CONFLICT OF INTEREST

Please disclose all financial arrangements within the past two years,
including consultancies, stock ownership, equity interest, patent-
licensing agreements, research support, major honoraria, etc. you
have with a company whose product figures prominently in the
manuscript you are submitting, sending a letter to the editor, or
providing an editorial. Please provide the same information for
similar relationships with a company making a competing product to
that which is featured in the manuscript. If the Editor finds that such
activities raise the appearance of a conflict, he may recommend
disclosure in a footnote. Otherwise, the information will remain
confidential.

For additional details on manuscript and illustrations, please
visit http://journalauthors.wiley.com



http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.htm
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.htm
http://journalauthors.wiley.com/

59

5.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Identificacdo da presenca de isoformas do receptor de androgénios
(AR) em tumores da prostata.

Prezado Senhor

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas
genéticas que possam estar associadas ao surgimento e crescimento de
tumores prostaticos. Dentre as doencas prostaticas, a hiperplasia prostatica
benigna (aumento da prostata) e o cancer de prOstata apresentam alta
incidéncia na populacdo. A expressao modificada de alguns genes pode
alterar o tecido normal da prostata e levar a formacao desses tumores.

Como o] senhor tem 0 diagnostico
de (hiperplasia prostatica benigna ou
cancer de prostata) e lhe foi recomendada cirurgia para a retirada da
glandula, gostariamos de convida-lo para participar do estudo. Caso aceite,
sua participacao no estudo consistira em uma coleta de amostra de sangue
e a permitir que apos retirada da peca cirirgica trés pequenos fragmentos da
mesma (10 mm x 5 mm) sejam encaminhados para estudo genético (andlise
da expressdo de genes). O restante da peca cirdrgica serd destinado ao
exame histopatolégico normal. Portanto, ndo havera modificacdo da técnica
cirirgica. O material sera coletado apds o término da cirurgia, e este
procedimento ndo apresenta nenhum risco para sua saude.

Quanto a coleta sanguinea, o Sr. sera submetido a coleta de 10 mL
de sangue venoso, hoje, apés Ihe explicarmos este termo de compromisso e
0 senhor assina-lo ou entdo no dia da cirurgia, com o objetivo de realizar
dosagens hormonais. Os riscos envolvidos com essa coleta sdo 0s riscos
inerentes ao procedimento, sendo a ocorréncia de pequenos hematomas
(manchas roxas) a alteragcdo mais comum.

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras de sangue e de
tecido para que outras caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em
outros trabalhos de nosso grupo (nesse caso, estes trabalhos serdo também
apresentados ao Comité de Etica em Pesquisa). No futuro, essas
caracteristicas poderdo auxiliar na identificacdo de caracteristicas genéticas
especificas de pacientes sob risco de desenvolver tumores de préstata. No
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entanto, os resultados deste estudo ndo trardo beneficios diretos para o
senhor.

O Sr. é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa
ndo implicard em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Nao
haverd nenhuma despesa para sua participagcdo neste projeto. O senhor
recebera uma via deste termo de consentimento, sendo que a qualquer
momento 0 seu consentimento em participar deste estudo podera ser
retirado. Todas as informacdes obtidas estardo a sua disposicdo se assim
desejar. Todos os resultados referentes a pesquisa serao utilizados para fins
exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.

Os pesquisadores responsaveis por este projeto sdo Profa. Dra. lima
Simoni Brum da Silva (51 33083559 ou 99969044), Prof. Dr. Milton Berger
(51 33598286), Prof. Dr. Brasil Silva Neto (51 99922398) e a p6s-graduanda
Ana Caroline Hillebrand (51 33083559 ou 81531606). Caso o senhor tenha
qualquer davida sobre o projeto podera nos contatar nos telefones indicados
acima. Tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa desta Instituicdo (51 33598304).

Eu, , fui
informado dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e
detalhada, bem como do procedimento de coleta de sangue a que serei
submetido e das determinacdes de caracteristicas genéticas que serao
feitas. Recebi uma via deste termo de consentimento e também a garantia
de resposta a duvidas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa e da
seguranca da confidencialidade dos dados obtidos.

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:

HosPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE- CENTRO DE PESQUISA
EXPERIMENTAL

LAGOM (LABORATORIO 12106) - RuA RAMIRO BARCELOS, 2350 - BAIRRO
Ri10 BRANCO - FONE: 51 33597625- PORTO ALEGRE

LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR ENDOCRINA E TUMORAL
(LABORATORIO 09) - RUA SARMENTO LEITE, 500 - CENTRO - FONE: 51
33083559 - PORTO ALEGRE
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Carta de Aprovacéo do Comité de Etica

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comissdo Cientifica do Hospital de Cifnicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 120320
Data da Vers&o do Projeto:

Pesquisadores:

ILMA SIMONI BRUM DA SILVA
MILTON BERGER
VANDERLEI BIOLCHI

ANA CAROLINE HILLEBRAND

Titulo: |dentificagao da presenca de isoformas do receptor de androgénios {AR) em tumores
da préstata e a sua possivel associagdo com a agressividade do tumor.

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. 3

Esta aprovagdo estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestao
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do processo de avaligdo
de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo
de Pesquisa e Pos-Graduagao (GPPG)

rto Alegre, 23 de novembro de 2012.
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