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Resumo 

 O câncer de próstata é o câncer mais comum no sexo masculino e 

consiste em uma doença com comportamento dependente de androgênios 

para a proliferação e manutenção tumoral. Deste modo, um dos tratamentos 

mais comuns para a doença consiste na terapia de ablação androgênica, 

química (fármacos antiandrogênicos) ou cirúrgica (orquidectomia). No 

entanto, grande parte dos pacientes, eventualmente, progride a uma 

condição refratária à depleção de androgênios. A sinalização androgênica na 

próstata se dá através do receptor de androgênios, que atua como fator de 

transcrição, sendo capaz de mediar a ativação ou repressão da transcrição 

de inúmeros genes. Dessa forma, este receptor apresenta um importante 

papel na proliferação e diferenciação de células prostáticas. Recentemente 

foram descritas variantes deste receptor geradas a partir de splicing 

alternativo. Estas variantes possuem deleção da região responsável pela 

ligação a hormônios androgênicos e, curiosamente, são constitutivamente 

ativadas, independentemente da presença destes hormônios. Assim, é de se 

esperar que as variantes estejam expressas em cânceres mais avançados, 

onde há depleção androgênica. Contudo, estas variantes já foram descritas 

na hiperplasia prostática benigna, uma doença proliferativa e não maligna. 

No câncer de próstata, como em outros tumores, as alterações em genes 

relacionados ao ciclo celular são críticas para a progressão tumoral. Genes 

como TP53 (tumor protein p53), MDM2 (MDM2 oncogene, Mouse Double 

Minute 2) e CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) podem 

apresentar alterações que contribuam para a proliferação tumoral e para um 

pior prognóstico. O gene TP53 é um gene supressor tumoral envolvido na 

resposta celular a danos ao DNA. Frequentemente é inativado em cânceres 

humanos, sendo que a perda de função está associada ao aumento da 

tumorigenicidade e ao tamanho do tumor. A inativação deste gene pode se 

dar através da proteína Mdm2, que é codificada pelo gene MDM2. Em 

condições normais, a proteína p53 encontra-se complexada com Mdm2, e, 

portanto, inativa. No entanto, em resposta a danos ao DNA, o complexo se 

desfaz devido à fosforilação de p53, o que a torna ativa. Assim, pode ser 



 
 

desencadeada a ativação da transcrição de genes alvos como o gene 

CDKN1A. Este gene codifica a proteína p21 Cip1/Waf1, proteína inibidora de 

cinase dependente ciclina (CDKI), que promove a interrupção da síntese de 

DNA e do ciclo celular através da inibição das cinases dependentes de 

ciclinas (CDK). A proteína p21 apresenta funções que inibem a proliferação 

celular, e também funções que contribuem para a progressão tumoral. 

Assim, a elevada expressão de CDKN1A no câncer de próstata pode estar 

associada a metástases e à instabilidade genética. Nesse estudo buscamos 

analisar a expressão gênica dos genes TP53, MDM2 e CDKN1A e verificar a 

possível correlação com a expressão das isoformas do receptor de 

androgênios. A análise da expressão gênica foi realizada através da técnica 

RT-qPCR no grupo câncer de próstata (N=26) e no grupo HPB (N=27). A 

expressão gênica de todos os genes estudados foi significativamente maior 

no grupo câncer de próstata quando comparado ao grupo HPB (P<0,05). 

Nas amostras de câncer de próstata, foi encontrada uma correlação positiva 

entre os níveis de RNAm do TP53 e do AR3/4/5. Também foi encontrada 

uma correlação positiva dos níveis de RNAm de MDM2 com o receptor de 

androgênios full-lenght e com a expressão das isoformas AR3/5/6. Desta 

forma, estes resultados ressaltam a participação dos genes estudados 

(TP53, MDM2 e CDKN1A) na proliferação celular no câncer de próstata. 

Além disso, as correlações encontradas com as isoformas do receptor de 

androgênios nos permitem dissertar acerca de uma possível interação entre 

os genes estudados e as isoformas, a fim de permitir a manutenção do 

processo tumoral no CaP. 

 

 



11 
 

1- Introdução 

1.1 Próstata 

A próstata é uma glândula acessória exclusiva do sistema genital 

masculino que contribui para a secreção 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 transição e a zona central. A zona periférica 

compreende a região localizada próxima à cápsula que envolve a próstata. É 

frequente nessa região o desenvolvimento de carcinomas e infecções 

prostáticas. A zona de transição, região entre a zona periférica e a central, é 

o local frequentemente envolvido com a hiperplasia prostática benigna 

(HPB). A região da próstata que envolve a uretra e os ductos seminais é 

denominada de zona central, e esta apresenta um formato cônico (Kai H. 

Hammerich 2009). 

 

Figura 1. Delimitação de zonas prostáticas e a ocorrência de alterações prostáticas 

(De Marzo, Platz et al. 2007) 
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A próstata 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 são células 

diferenciadas e dependentes de androgênio. Além disso, elas apresentam 

baixa capacidade de proliferação e elevado índice de apoptose. Já as 

células basais na maioria das vezes são indiferenciadas e independentes de 

androgênios. Ao contrário das células luminais, as células basais 

apresentam alta capacidade proliferativa e baixo índice de apoptose 

(Schalken and van Leenders 2003).   

O compartimento estromal é constituído por células musculares lisas, 

células nervosas, inflamatórias e fibroblastos (McDougal, Wein et al. 2011). 

As células deste compartimento ajudam a direcionar o desenvolvimento e a 

diferenciação epitelial. Estas células apresentam receptores hormônio-

esteróides, receptores 5α-adrenérgicos e também expressam a enzima 5α-

redutase I e II. Além disso, o fato de expressarem o receptor de androgênios 

(AR) as torna responsivas aos androgênios, embora estes hormônios não 

sejam requeridos para a sobrevivência celular (Schalken and van Leenders 

2003). Os dois compartimentos, epitelial e estromal, interagem através de 

mecanismos de sinalização celular mediados pela diidrotestosterona (DHT) 

e por fatores de crescimento dependentes de DHT (Carson and Rittmaster 

2003). 

As alterações do tecido prostático são cada vez mais comuns. Um 

dos possíveis fatores relacionados com estas alterações é o aumento da 

expectativa de vida das populações. As alterações clinicamente mais 

importantes de proliferação anormal da próstata são a hiperplasia prostática 

benigna (HPB), e o câncer de próstata (CaP) (Ilic and Misso 2012). 

 

1.2 Câncer de próstata (CaP) 

O CaP é o tipo de câncer com maior prevalência no sexo masculino, 

estando atrás apenas do câncer de pele não-melanoma. Representa cerca 

de 10% do total de cânceres e consiste no sexto tipo mais comum no 
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mundo, sendo que sua incidência é maior em países desenvolvidos, quando 

comparados com não desenvolvidos (INCA 2014).  

No Brasil, o CaP é o segundo tipo de câncer mais comum entre os 

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 doença (INCA 2014). 

Nos últimos anos uma melhora nos métodos de diagnósticos e a 

modernização na qualidade dos sistemas de registros e informação dos 

casos no país, permitiram detectar um o aumento nas taxas de incidência no 

Brasil (INCA 2014). Nos EUA, o CaP apresenta-se como o segundo tipo 

câncer 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 serão diagnosticados e que 29.480 homens 

morrerão da doença (ACS 2014). 

A incidência de CaP em diferentes grupos étnicos não é a mesma. 

Afro-americanos apresentam alta incidência de mortalidade por CaP quando 

comparados com outras raças. Pesquisadores sugerem que o status sócio 

econômico também pode contribuir significativamente para a diferença de 

incidência que existe entre as raças. Assim sendo, há evidências que a 

redução de acesso aos cuidados e tratamentos adequados esteja associada 

ao diagnóstico de maior número de CaP já em estado avançado, o que 

explicaria a sua maior prevalência em afro-americanos do que em 

caucasianos (Farrell, Petrovics et al. 2013).  

Sabe-se que o CaP está associado à hereditariedade, visto que 

homens que possuem em suas famílias indivíduos com idade inferior a 55 

anos e histórico de CaP, apresentam maior risco de desenvolver a doença 

do que homens que possuem parentes com histórico de CaP e idade 

superior a 55 anos. O número de membros da família afetados e a idade que 

desenvolveram o CaP também é um determinante importante para o risco de 

desenvolvimento deste tipo de câncer entre parentes. Os cânceres 

esporádicos representam cerca de 85% de todos os cânceres de próstata e 

cerca de 15% dos CaP são hereditários. O CaP hereditário corresponde a 

43% da doença de início precoce (55 anos de idade ou mais jovem) e 9% de 
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todos os cânceres que ocorrem em torno dos 85 anos de idade (McDougal, 

Wein et al. 2011). 

Atualmente, a investigação diagnóstica do câncer da próstata é feita 

através do exame de toque retal e a dosagem do nível sanguíneo do 

antígeno prostático específico (PSA). O PSA é uma proteína produzida pelas 

células prostáticas, sendo que sua expressão encontra-se alterada na HPB, 

no CaP e também nas prostatites. Deste modo, a dosagem do PSA é 

inespecífica no diagnóstico do CaP, embora auxilie na identificação de 

alterações na homeostasia normal da próstata (NCI 2014). 

 

1.3 Hiperplasia prostática benigna (HPB) 

A hiperplasia prostática benigna é uma alteração proliferativa que 

afeta as células musculares lisas e as células epiteliais da zona de transição 

da próstata (Ilic and Misso 2012). Logo, trata-se de uma doença relacionada 

com o aumento do número celular e a redução 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 obstrução da uretra 

proximal pelo aumento da tonicidade e da resistência do músculo liso, 

ocasionando sintomas do trato urinário inferior. Os sintomas obstrutivos 

causados pela HPB são: aumento da frequência urinária, noctúria, 

incontinência urinária, fluxo urinário lento ou fraco e sensação de 

esvaziamento incompleto da bexiga (Ilic and Misso 2012). Os sintomas 

podem causar distúrbios no sono, ansiedade, interferência com atividades 

de lazer e atividades diárias habituais, e um senso de comprometimento do 

bem-estar, de modo que há uma diminuição na qualidade de vida dos 

homens com esta condição. Quando o tratamento da doença não é efetivo, 

pode ocorrer a progressão da doença de modo que acarrete em infecções 

do trato urinário e cálculos na bexiga, como também retenção urinária (Kirby 

2000).  
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A HPB é a doença mais prevalente na próstata. Um estudo realizado 

por Garraway e cols. na Escócia 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). Evidências microscópicas 

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 

que atingem a expectativa de vida são acometidos por esta doença (Carson 

and Rittmaster 2003). No ano de 2000, dados de Curkendall e cols. 

apresentados na reunião da Associação Europeia de Urologia, na Bélgica, 

mostraram que HPB apresenta prevalência similar à hipertenção e à 

diabetes (Kirby 2000).  

O eixo de sinalização androgênica participa tanto do desenvolvimento 

normal da próstata com também do desenvolvimento da HPB. Embora a 

DHT esteja geralmente relacionada ao desenvolvimento normal da glândula 

prostática, um desbalanço na função ou nos níveis de androgênios, ou dos 

fatores de crescimento dependentes da DHT, podem causar a proliferação 

excessiva da glândula, levando assim ao desenvolvimento da HPB (Carson 

and Rittmaster 2003).  

 

1.4 Androgênios e receptor de androgênio 

O desenvolvimento normal da próstata está associado a diversas vias 

de sinalização, como vias parácrinas, autócrinas e também via fatores de 

transcrição. A testosterona e a diidrotestosterona (DHT) são exemplos de 

androgênios que estão associados a essas vias de sinalização (Ahmed, Ali 

et al. 2014), ou seja, tem importante função na diferenciação e maturação 

prostática (Ntais, Polycarpou et al. 2003). Portanto, alterações nas vias de 

sinalizações, como o aumento de níveis de androgênios podem vir a 

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

A testosterona e DHT são os hormônios esteróides mais importantes 

no sexo masculino. Ambos exercem função sobre a glândula prostática 

através do receptor de androgênios (AR). Embora a testosterona apresente-
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se em maiores níveis plasmáticos, a DHT, mesmo em menores níveis 

plasmáticos, possui uma ação mais potente em relação à sua precursora 

testosterona (Ntais, Polycarpou et al. 2003). 

O AR é um membro da superfamília de receptores esteróides e é 

responsável por mediar os efeitos fisiológicos androgênicos (Hu, Dunn et al. 

2009). O AR inativo encontra-se no citoplasma celular associado a proteínas 

de choque térmico e chaperonas. Quando a testosterona entra no 

citoplasma celular, ela é convertida pela enzima 5α-redutase em DHT, um 

metabólito com ação mais potente. A DHT liga-se ao AR tornando-o ativo, 

então, o complexo hormônio-receptor formado sofre diversas modificações 

conformacionais, como por exemplo, dissociação das chaperonas, 

fosforilação, dimerização e translocação para o núcleo da célula. O AR ativo 

no núcleo celular é capaz de se ligar no DNA de genes alvos, em regiões 

conhecidas como elemento responsivo aos androgênios (AREs), podendo 

recrutar diferentes fatores de transcrição (por exemplo, a DNA polimerase 

tipo II) e também diferentes cofatores, que atuam inibindo ou ativando a 

transcrição gênica (Guo, Yang et al. 2009). 
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Figura 2. Mecanismo de ação dos androgênios, exemplificado pela testosterona. Adaptada 

de (Gobinet, Poujol et al. 2002). 

O gene que codifica o AR está localizado no cromossomo Xq11-12 e 

é estruturalmente composto por 8 éxons. Estes éxons codificam 

multidomínios de proteínas, incluindo um domínio de transativação N-

terminal (NTD), um domínio de ligação ao DNA (DBD) e um domínio de 

ligação ao ligante (LBD) na região C terminal. O domínio NTD é codificado 

pelo o éxon 1 e constitui aproximadamente 60% da região regulatória da 

proteína. O domínio DBD é codificado pelos éxons 2 e 3, e o domínio LBD  

pelos os éxons 4, 5, 6, 7 e 8 (Hu, Dunn et al. 2009). Este último domínio 

parece ser dispensável para a atividade transcricional de AR, pois a deleção 

desta região leva à ativação constitutiva de sua capacidade transcricional 

(Guo, Yang et al. 2009). 

O CaP apresenta comportamento dependente de androgênios para 

seu crescimento e sobrevivência. Um dos tratamentos mais comuns para o 

tratamento do CaP consiste na terapia de ablação androgênica, química 

(fármacos antiandrogênicos) ou cirúrgica (orquidectomia). No entanto, na 

maioria dos pacientes, o CaP eventualmente progride à uma condição 

refratária à depleção de androgênios. Desta forma, o CaP tornou-se um foco 
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intensivo de estudo para entender os mecanismos subjacentes à transição 

para o CaP resistente à ablação androgênica (Guo, Yang et al. 2009). 

Recentemente foi descrito que o AR apresenta diversas isoformas, as 

quais são 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 progressão do CaP. No ano de 2009, foi demonstrada na 

literatura científica a expressão 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 domínios 

NTD e DBD intactos, porém não expressam as regiões hinge e LBD, de 

forma que as terapias antiandrogênicas convencionais dirigidas à região 

LBD não apresentam ação sobre a função destas variantes do AR (Guo, 

Yang et al. 2009).  
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Figura 3. Estrutura esquemática das variantes de AR humano disponíveis no 

GenBank. As linhas grossas representam os éxons  e as finas os íntrons (Guo, Yang et al. 

2009).  

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, 

que tem como característica a sua resistência à ablação androgênica. Nesse 

estudo foi verificado que a isoforma de expressão mais abundante é o AR3 

(Guo and Qiu 2011). Também foi demonstrado que estas três variantes do 

AR estudadas foram capazes de induzir ativação da proliferação 

independente de androgênios na linhagem celular estudada, embora o AR3 

pareça ser mais ativo em relação às outras duas variantes (Guo and Qiu 

2011). Estes resultados acima descritos, associados à identificação desta 

isoforma também na HPB, sugerem que o AR3 pode desempenhar um papel 
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importante na regulação da homeostase normal da glândula prostática. Este 

grupo também retratou que o aumento na expressão de AR3 na linhagem 

celular LNCaP promove o crescimento celular mesmo em meio com redução 

de androgênios (Guo and Qiu 2011). Além disso, a superexpressão de AR3 

em LNCaP resulta no aumento da proliferação celular e a depleção dessa 

variante endógena em CWR22Rv1 resulta na diminuição da proliferação. Em 

CaP resistentes à castração, o AR3 é superexpresso quando comparado 

com amostras de CaP sem ablação androgênica. Aliás, o aumento de AR e 

AR3 ocorre rapidamente após a ablação androgênica, em torno de 2 dias, e 

atinge níveis máximos no 14° dia. Estes dados demonstram a importância 

da presença de androgênios no ambiente celular, os quais atuam como 

moléculas chave na regulação da expressão das isoformas, que favorecem 

uma vantagem na proliferação celular em condições de ablação androgênica 

(Haile and Sadar 2011). 

As variantes de AR podem exercer diferentes funções celulares em 

função do compartimento subcelular no qual estão localizadas. Por exemplo, 

em células COS-1 e LNCaP, AR3 é localizado principalmente no núcleo, 

sugerindo um papel na regulação da transcrição gênica. AR4 parece estar 

principalmente localizado no citoplasma, sugerindo uma função 

citoplasmática, enquanto que a variante AR8 está associada à membrana 

plasmática, podendo atribuir aspectos dinâmicos aos tipos celulares. É 

notável que a localização subcelular de uma determinada isoforma de AR 

pode ser dinâmica e varia em diferentes tipos de células. Por exemplo, ao 

contrário de células COS-1 e LNCaP, a localização do AR3 em células 

DU145 é bastante heterogênea e difusa no citoplasma, em cerca de 50% 

das células (Guo, Yang et al. 2009). 

O AR pode atuar como fator de transcrição, sendo responsável por 

mediar a ativação ou repressão da transcrição de inúmeros genes. Essa 

modulação da transcrição gênica pode ocorrer pelo recrutamento de 

coativadores ou correpressores. Deste modo, o AR apresenta um importante 

papel na regulação da proliferação e diferenciação de células prostáticas, 

tornando-se um alvo de estudo para o entendimento da fisiopatologia do 
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CaP (Dean and Knudsen 2013). Contudo, a descoberta de genes alvos 

regulados pelo AR ainda é um desafio. Isso deve-se ao fato de que os genes 

alvos não se comportam igualmente em CaP resistentes à castração e em 

codições induzidas por androgênios em linhagens celulares. Em células 

específicas, a expressão de determinados genes é resultado do 

recrutamento de proteinas correguladoras específicas pelo AR. Assim, é de 

se esperar que variantes que não possuem determinadas regiões no RNAm 

apresentem alterações na interface da proteína, que podem alterar o 

recrutamento de co-reguladores. Além disso, já foram descritos diversos 

genes alvos das AR-V, como o gene KLK3 (que codifica o PSA), que tem 

sua transcrição ativada pela isoforma ARV567es. Ademais, a ausência de 

AR3 altera a expressão de um conjunto de 188 genes na linhagem 

CWR22Rv1. Portanto, a expressão de genes alvos das AR-V podem revelar 

biomarcadores para auxiliar na identificação de tumores resistentes a 

ablação androgênica (Haile and Sadar 2011).  

 

1.5 Ciclo celular 

O ciclo celular é um processo que visa à divisão celular viável pela  

duplicação do DNA cromossômico e posterior segregação em duas células-

filhas geneticamente idênticas. É dividido em 2 fases: a interfase e a mitose 

(M), sendo a primeira constituída por 3 estágios: G1, S e G2. O ciclo celular 

é regulado por pontos de checagem constituídos por cinases dependentes 

de ciclinas (CDKs). As CDKs ativas durante o ciclo celular são 5: CDK2, 

CDK4 e CDK6 que pertencem ao estágio G1, CDK 2 no estágio S, e a CDK 

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

2003). 

Antes das células entrarem no estágio G1 da interfase, elas 

permanecem em um estágio G0, o qual não faz parte da subdivisão 

tradicional do ciclo celular. Em G0 as células não estão em crescimento e 

nem em proliferação. Quando a célula recebe estímulos para iniciar o ciclo 

celular, ela passa para o estágio G1 da interfase. Dentre as alterações 

celulares estão o aumento do tamanho e a síntese das proteínas 

necessárias para a duplicação do DNA. Antes da  passagem para a fase S, 

a célula passa por um ponto de verificação, pela CDK2, em que é analisado 

se a célula está apta a realizar a duplicação cromossômica, processo que 

ocorre no estágio S. Em seguida a célula entra no estágio G2, onde ocorre a 

síntese proteica e a duplicação de organelas celulares, como também o 

crescimento celular. Entre o estágio G2 da interfase e a fase M, a célula 

passa pelo segundo ponto de verificação, por uma CDK1, onde é analisada 

a qualidade do DNA replicado na fase S e é realizada a avaliação das 
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condições celulares para a fase (M) (Vermeulen, Van Bockstaele et al. 

2003). 

A fase da mitose é dividida em 4 etapas: prófase, metáfase, anáfase e 

telófase. Na prófase, as moléculas de DNA são condensadas, e então, 

passam a ser chamadas cromátides-irmãs. Na metáfase ocorre o 

rompimento do envelope celular e as cromátides-irmãs alinham-se ao fuso 

mitótico. Neste momento, a célula passa pelo terceiro ponto de verificação 

onde o sistema de controle aciona a anáfase para prosseguir o ciclo. Na 

anáfase ocorre a separação das cromátides-irmãs, e na telófase, estas são 

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

Em tumores, ocorrem alterações genéticas no controle do ciclo 

celular, como em genes supressores tumorais e proto-oncogenes, 

acarretando na proliferação celular exagerada. Desta forma, a manutenção 

do ciclo celular normal é de suma importância no controle de muitas 

doenças.  

 

1.6 Apoptose 

A apoptose é um processo irreversível de morte celular programada, 

cujo objetivo é 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).  

Várias condições podem desencadear a apoptose; no entanto, faz-se 

necessário um sinal pró-apoptótico para o inicio do processo. Na presença 

do sinal, a célula sofre alterações como: compactação e segregação da 

cromatina, condensação do citoplasma, encolhimento celular e 

fragmentação nuclear e celular (Norbury and Hickson 2001; Elmore 2007). 

As proteínas responsáveis por desencadear as alterações compõem a 

família das caspases, sendo as caspases 2, 8, 9 e 10 iniciadoras e as 

caspases 3, 6 e 7 executoras (Riedl and Shi 2004; Elmore 2007). 
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O mecanismo de apoptose pode ocorrer através da via extrínseca ou 

intrínseca.  Na primeira via, os receptores presentes na superfície celular, 

que podem ser TNF (fator de necrose tumoral) tipo 1 ou Fas (Receptor Fas), 

ligam-se a ligantes externos e desencadeiam a ativação da caspase 8, que 

possibilita a ativação das caspases executoras (Riedl and Shi 2004; Elmore 

2007).  

 A segunda via é ativada em casos de dano ou estresse celular. A 

ativação desta via resulta no aumento da permeabilidade mitocondrial e a 

consequente liberação da proteína citocromo c para o espaço 

citoplasmático, promovendo assim a ativação das caspases executoras. A 

regulação da segunda via é alcançada através da interação de proteínas 

pró-apoptóticas e antiapoptóticas que constituem a família Bcl-2. No 

momento em que uma célula recebe um sinal pró-apoptótico, ocorre um 

desbalanço na interação das proteínas no sentido pró-apoptótico levando à 

apoptose (Riedl and Shi 2004; Elmore 2007). 

Tanto a via extrínseca quanto a via intrínseca acabam no momento 

em que as caspases executoras são ativadas. Estas caspases permitem a 

degradação do material nuclear, de proteínas nucleares e do citoesqueleto 

através da ativação de endonucleases citoplasmáticas e proteases. As 

caspases executoras também tem ação sobre a citoqueratina e proteínas do 

citoesqueleto da membrana plasmática. Após a ação destas caspases, as 

alterações morfológicas e bioquímicas das células apoptóticas 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 proteína 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 transativação relevante da p53, o gene CDKN1A codifica a 

proteína p21 CIP1/WAF1 inibidora de cinase dependente de ciclina. A 

superexpressão deste gene, que ocorre em casos de superexpressão de 

p53, bloqueia o crescimento celular em G1, pois inibe a ciclina que realiza a 

checagem nesta fase. Em caso de inativação do gene TP53, a célula perde 

a capacidade de responder adequadamente a danos do DNA, o que permite 

uma base para o acúmulo de mutações adicionais que promovem o fenótipo 

tumoral (Momand and Zambetti 1997). 

A p53 tem importante papel na apoptose. Dependendo do grau e da 

circunstância em que a p53 é ativada, pode ser tomada a decisão celular 

para iniciar a morte celular após a exposição a danos ao DNA. Os 

mecanismos para a p53 induzir a apoptose devem-se a indução da 

transcrição dos genes FAS, BAX ou NOXA, que codificam os membros pró-

apoptóticos da família Bcl-2. Contudo, a p53 não é necessariamente pró-

apoptótica, pois também atua retardando e bloqueando a morte de células 

(Norbury and Hickson 2001). 

O gene TP53 é frequentemente inativado em cânceres humanos, 

sendo que a perda de função deste gene está associada ao aumento da 

tumorigenicidade e no tamanho do tumor. A inativação deste gene pode 

ocorrer por mutações no gene, alterações da localização subcelular da 

proteína p53, ou por proto-oncogenes como MDM2 (MDM2 oncogene, 

Mouse Double Minute 2) (Momand and Zambetti 1997). 

No câncer de próstata, as mutações no gene do TP53 são 

encontradas em tumores avançados, como também podem estar associadas 

ao surgimento de metástases e à independência androgênica (Downing, 

Russell et al. 2003). Existem evidências que a proteína p53 pode estar 

relacionada à sinalização da regulação androgênica, contudo, os 

mecanismos de como o processo ocorre são difíceis de ser interpretados 

(Cronauer, Schulz et al. 2004). Um estudo de Burchardt e cols. mostrou que 

a diminuição da expressão de p53 na linhagem LNCaP permite a formação 

de tumores resistentes à ablação androgênica em ratos castrados, enquanto 

em células LNCaP com expressão normal de p53 ocorre o contrário. Este 
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resultado aumenta a evidência que p53 pode vir a regular diretamente a 

sinalização androgênica pelo AR e essa interação pode ocorrer devido à 

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

Em condições normais, a p53 está presente em concentrações muito 

baixas, pelo fato de estar no citoplasma celular interagindo com a proteína 

Mdm2, a qual a inativa (Liu, Zhu et al. 2013). O gene que codifica a proteína 

Mdm2 está localizado em humanos no cromossomo 12q13-14. A proteína 

Mdm2 possui 491 aa e apresenta em sua estrutura dois dedos de zinco e um 

domínio ácido (Momand and Zambetti 1997). A transcrição de MDM2 é 

ativada e regulada pela proteína p53, que se liga ao promotor do gene. Por 

sua vez, a proteína p53 é inibida por Mdm2 (Golubovskaya and Cance 

2013). Os mecanismos pelos quais Mdm2 inibe funcionalmente p53 podem 

ocorrer devido à ocultação do domínio ácido presente na p53, ou também 

por prevenir a ligação da p53 ao DNA (Momand and Zambetti 1997). 

A interação entre Mdm2 e p53 é interrompida quando ocorre a 

exposição celular a fatores estressores, como radiações ionizantes, radicais 

livres, hipóxia e perturbações por reagentes químicos. O complexo Mdm2-

p53 se desfaz devido à fosforilação de p53, que a deixa ativa. Com a 

ativação da p53, esta é rapidamente translocada ao núcleo da célula, onde 

liga-se ao DNA de genes alvos, como CDKN1A, para, ou permitir o reparo 

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

Para o desenvolvimento celular normal, é muito importante que haja 

um equilíbrio entre Mdm2 e p53. A importância do equilíbrio entre essas 

proteínas foi demonstrada correlacionando os níveis de Mdm2 e p53 livres e 

do complexo Mdm2-p53 em linhagens celulares. Uma linhagem que 

apresenta superexpressão de Mdm2 e que não contém a proteína p53 

detectável, e esta não se apresenta complexada ao Mdm2, possui alta taxa 

de proliferação, portanto, apresenta características tumorigênicas. Já uma 

linhagem que superexpressa p53 artificialmente e acumula esta proteína 

livre, realiza paradas na fase G1 da interfase do ciclo celular e apresenta 

menor taxa de proliferação. No entanto, em células normais em proliferação, 

são encontrados baixos níveis de p53 e Mdm2. Além disso, as células que 

apresentam superexpressão de Mdm2 são incapazes de parar em G1 em 

resposta à p53, fato que demonstra a importância da relação de equilíbrio 

funcional entre estas duas proteínas (Momand and Zambetti 1997). 

 

1.8 CDKN1A 

O gene CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) codifica a 

proteína p21 Cip1/Waf1, primeira inibidora de cinase dependente ciclina (CDKI) 

identificada. Esta proteína 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 interrupção da síntese de DNA e do ciclo 

celular. A nomeação Cip se dá devido ao fato da interação com as CDKs, e 

a nomeação Waf1 é devida a ativação por p53 (Cmielova and Rezacova 

2011).  

Esta proteína é de extrema relevância no estudo de tumores. Como 

possui função inibitória da proliferação celular, pode contribuir para o 

potencial supressor tumoral. Assim, a ausência da proteína é marcada pela 

proliferação com DNA danificado, o que permite a progressão tumoral 

(Cmielova and Rezacova 2011). A proteína também pode apresentar 

atividade antiapoptótica, pois a parada no ciclo celular protege que as 

células sofram apoptose induzida por estresse, assim, pode ser considerada 

oncogênica (Gartel and Tyner 2002).  

A transcrição do gene CDKN1A é induzida por mecanismos 

dependentes e independentes de p53 (Gartel and Tyner 2002). Quando 

dependente de p53, a regulação acontece em situação desagradável à 

célula. A proteína p53 induz o aumento da transcrição de CDKN1A para que 

ocorra a interrupção do ciclo celular (Cmielova and Rezacova 2011). O 

aumento da expressão de CDKN1A no câncer de próstata pode estar 

associado a metástases e à instabilidade gênica (Ceccarelli, Santini et al. 

2001), sendo que o aumento da sua expressão pode ser devido à regulação 

por p53 ou até por hormônios androgênios (Lu, Liu et al. 1999). Existem 

evidências de que androgênios podem regular positivamente a expressão de 

CDKN1A através de um elemento responsível a androgênios (ARE, 

androgen response element) presente no promotor do CDKN1A (Lu, Liu et 

al. 1999). Desse modo, é possível que o AR ativado, em situações de 

ausência de androgênios, possa regular a expressão de CDKN1A. A elevada 

expressão de p21 em câncer está relacionada com um pior prognóstico da 

doença, e assim, pode estar associada a condições de ausência de 

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

Introdução:O câncer de próstata (CaP) é dependente de androgênios para 

a proliferação e manutenção do tumor, sendo a sinalização androgênica 

dada através do receptor de androgênios (AR). As variantes desse receptor 

(AR-Vs), geradas a partir de splicing alternativo, são constitutivamente ativas 

e apresentam expressão elevada em CaP mais avançados, onde há 

depleção androgênica. Genes como TP53 (tumor protein p53), MDM2 

(MDM2 oncogene, Mouse Double Minute 2) e CDKN1A (cyclin-dependent 

kinase inhibitor 1A) são essenciais para o controle do ciclo celular e podem 

apresentar alterações que contribuam para a proliferação tumoral e um pior 

prognóstico. A análise dos genes do ciclo celular e a possível correlação 

com a expressão das AR-Vs pode permitir um melhor entendimento acerca 

da patogênese do CaP.  

Métodos: A expressão gênica de TP53, MDM2 e CDKN1A foi realizada por 

RT-qPCR em 26 amostras de CaP e 27 de hiperplasia prostática benigna 

(HPB) de pacientes do Hospital de Clínicas de Porto Alegre.  

Resultados: Todos os genes analisados foram superexpressos no CaP em 

relação à HPB (P<0,05). No grupo CaP, a expressão dos genes TP53 e do 

AR3/5/6 foi correlacionada positivamente, além disso, a expressão de MDM2 

foi correlacionada com a do AR full-lenght e do AR3/5/6. O gene CDKN1A 

não apresentou nenhuma correlação com as variantes do AR.  

Conclusão: A maior expressão dos genes TP53, MDM2 e CDKN1A no CaP, 

pode estar envolvida com a tentativa de reversão o processo neoplásico. A 

correlação dos genes com as AR-Vs pode sugerir que existe uma 

corregulação entre as AR-Vs e os genes do ciclo celular.  



32 
 

 

PALAVRAS-CHAVE: tumores da próstata, ciclo celular, variantes de splicing 

do receptor de androgênios, splicing alternativo.  

 

INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento normal da próstata depende do eixo de 

sinalização androgênica, sendo a testosterona e a diidrotestosterona (DHT) 

os hormônios androgênios que estão associados à funcionalidade desta 

glândula (1). Estes hormônios podem ligar-se ao receptor de androgênios 

(AR), desencadeando a sinalização androgênica, que é necessária para o 

desenvolvimento normal da próstata assim como para a progressão do 

câncer de próstata (CaP) (2,3).  

O receptor de androgênios apresenta multidomínios de proteínas, 

incluindo um domínio de transativação N-terminal (NTD), um domínio de 

ligação ao DNA (DBD) e um domínio de ligação ao ligante (LBD) na região 

C-terminal. Este último domínio parece ser dispensável para a atividade 

transcricional de AR, uma vez que a deleção desta região leva à ativação 

constitutiva de sua capacidade transcricional (4). Como o câncer de próstata 

(CaP) apresenta comportamento dependente de androgênios para seu 

crescimento e sobrevivência, um dos tratamentos mais comuns consiste na 

terapia de ablação androgênica, química (fármacos antiandrogênicos) ou 

cirúrgica (orquidectomia). No entanto, na maioria dos pacientes, o CaP 

eventualmente progride à uma condição refratária à depleção de 

androgênios (4). 
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Recentemente foram descritas isoformas do AR, que são 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 progressão do CaP. Já foram 

descritas várias isoformas em CaP e HPB, dentre elas estão: AR3 (também 

chamada de AR-V7), AR4 (AR-V1), AR5 (AR-V4) E AR6 (AR-V3). Estas 

isoformas apresentam os domínios NTD e DBD intactos, porém perdem as 

regiões hinge e LBD, de forma que as terapias antiandrogênicas 

convencionais dirigidas à região LBD não apresentam ação sobre a função 

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

O AR atua como fator de transcrição e é capaz de mediar a ativação 

ou repressão da transcrição de inúmeros genes, o que pode ocorrer através 

do recrutamento de coativadores ou correpressores. Devido a isso, ele 

apresenta um importante papel na proliferação e diferenciação de células 

prostáticas (5). Sabe-se que as células tumorais apresentam alterações no 

ciclo celular que permitem sua sobrevivência e, no câncer, 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 alterações que contribuam para a proliferação tumoral.  

O gene TP53 é um gene supressor tumoral envolvido na resposta 

celular a danos ao DNA. A proteína 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 proteína p21 

Cip1/Waf1 inibidora de cinase dependente ciclina (CDKI) é codificada por 
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CDKN1 e apresenta papel importante no ciclo celular, pois inibe as CDKs do 

tipo 2, 3, 4 e 6, promovendo assim, a interrupção da síntese de DNA e do 

ciclo celular (7). A inativação de TP53 é frequente em cânceres e pode 

ocorrer através de mutações no gene, alterações da localização subcelular 

da proteína p53, ou por proto-oncogenes como MDM2  (8). A transcrição de 

MDM2 é ativada e regulada pela proteína p53. Por sua vez, a proteína p53 é 

inibida por Mdm2 (9). As duas proteínas estão complexadas no citoplasma e 

este complexo se desfaz em condições de estresse, devido à fosforilação de 

p53, que deixa esta proteína ativa para exercer suas funções (6). 

Levando em consideração o papel do AR no desenvolvimento 

prostático e proliferação tumoral, a participação dos genes TP53, MDM2 e 

CKDN1A na manutenção e controle do ciclo celular, este estudo é de grande 

importância para um melhor entendimento acerca da patogenia do CaP e da 

HPB. Por conseguinte, o objetivo deste estudo consiste em analisar os 

níveis de RNAm de TP53, MDM2 e CDKN1A, e posteriormente, verificar sua 

possível correlação com a expressão gênica do AR e das variantes do AR 

(AR3, AR4, AR5 e AR6).  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

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 ressecção transuretral. A confirmação do 
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diagnóstico foi realizada pelo serviço de patologia do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre. Todos os pacientes escolhidos atenderam os critérios de 

inclusão, tendo sido considerados como critérios de exclusão: nenhuma 

outra neoplasia concomitante e não ter recebido hormonioterapia ou 

quimioterapia. 

Aspectos éticos 

Este estudo faz parte de um projeto maior desenvolvido por nosso 

grupo de pesquisa, que já foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

HCPA, sob número 12-0320. Todos os pacientes que participaram da 

pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (em anexo 

5.2) autorizando a utilização do material para a pesquisa.  

Extração de RNA total, purificação e síntese de cDNA 

A extração do RNA total foi realizada a partir de 0,2g de tecido 

prostático, utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen, Life Technologies, 

EUA) segundo o protocolo do fabricante. O RNA extraído foi purificado com 

o kit PureLink™RNA Mini Kit (Ambion, Life Techonologies, EUA), segundo o 

protocolo do fabricante. A quantificação do RNA purificado foi realizada no 

espectrofotômetro GeneQuant (Pharmacia) nos comprimentos de onda 260 

e 280nm. O RNA foi considerado puro quando a razão das absorbâncias 

260/280 nm apresentou valor superior a 1,6. A síntese do cDNA foi realizada 

por transcrição reversa utilizando o kit Super Script III First-Strand Synthesis 

Systemfor RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies, EUA), a partir de 2µg de 

RNA total purificado. 
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Amplificação por RT-qPCR 

A análise de expressão gênica a partir de RT-qPCR (reação em 

cadeia da polimerase quantitativa a partir de transcrição reversa) foi 

realizada utilizando o termocilador StepOne Plus™ (Applied Biosystems®). 

Foram utilizadas sondas de hidrólise TaqMan® (Life Technologies, EUA) 

para os genes alvos: TP53 (Hs01034249_m1), MDM2 (Hs00242813_m1), 

CDKN1A (Hs00355782_m1), B2M (Hs00984230_m1). A quantificação 

relativa das amostras foi realizada através de uma curva padrão contendo 5 

pontos em duplicada com concentração conhecida de um pool de cDNA. A 

quantificação de cada amostra foi realizada a partir do ciclo limiar (Cq) e a 

expressão dos níveis de mRNA de todos genes alvos foi normalizada pelo 

gene endógeno beta-2-microglobulina (B2M). 

Expressão gênica de AR e das AR-Vs 

As análises de expressão gênica de AR e das AR-Vs foram realizadas 

por Hillebrand e cols. (dados não publicados). Para a amplificação do AR 

total foi utilizado o ensaio Hs00171172_m1 (Life Technologies), que é 

específico para os transcritos 1 (GI:349501065 - full-lenght) e  2 

(GI:349501066) do AR (sendo denominado AR1/2). Para amplificação 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 

AR6, não é possível o desenho de ensaio especifico para cada isoforma, 

optando-se pela amplificação das isoformas em conjunto. A fim de inferir um 

valor para a expressão do AR3, optou-se pela razão das expressões 
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(AR3/5/6) / (AR5/6). A expressão de todos os genes alvos foi normalizada 

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

Análise estatística 

A expressão gênica de todos os genes analisados não apresentou 

distribuição normal, sendo então analisada pelo teste de Mann-Whitney. O 

teste de correlação utilizado foi o teste de Spearman. A expressão gênica e 

a correlação foram consideradas significativas quando o P<0,05. Todas as 

análises foram realizadas utilizando o programa SPSS 20 (Statistical 

Package for the Social Sciences). 

 

RESULTADOS 

Características das amostras estudadas 

As características principais das amostras estudadas estão dispostas 

na tabela I. A mediana de idade (percentil 25 - 75) não 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-operatório 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 graduação histológica das células 

tumorais), estadiamento tumoral (extensão do tumor), peso da próstata e 

recidiva bioquímica foram avaliadas somente no grupo CaP. A mediana do 

peso da próstata 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 ≥7 (4+3). Quanto ao estadiamento, 16 (61,5%) amostras foram 

classificadas como T2 e 10 (38,5%) como T3. Já no que se refere à recidiva 

bioquímica, 6 pacientes (23,1%) recidivaram, ou seja, apresentaram em 2 

dosagens de PSA pós-operaratório valores ≥0,2 ng/dL, e 20 (76,9 %) 

pacientes não tiveram recidiva até o momento.  

Tabela I. Caracterização das amostras estudadas. ¹ dados não avaliados para as amostras 

de hiperplasia prostática benigna.²dados apresentados em número de amostra (%). ³ Teste 

de Mann-Whitney.  

 HPB (n=27) CaP (n=26) Valor-P 

Idade (mediana(percentil 25-

75) 

64,00 (60,00 – 

69,00) 

64,50 (60 – 69) 0,714³ 

PSA pré-operatório (ng/dL) 

(mediana(percentil 25-75) 

5,6 (4,42 – 

12,55) 

8,0 (5,58 – 

11,90) 

0,009³ 

Peso da peça (g)¹ - 39 (32 – 45,50) n/a 

Escore de Gleason¹,² 

Gleason ≤7(3+4) 

Gleason ≥7(4+3) 

-  

19 (73,1%) 

7 (26,9%) 

n/a 

Estadiamento (pTNM) ¹,² 

T2 

T3 

-  

16 (61,5%) 

10 (38,5%) 

n/a 

Recidiva Bioquímica¹,² 

Sim 

Não 

-  

6 (23,1%) 

20 (76,9%) 

n/a 
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Análises dos níveis de mRNA dos genes TP53, MDM2 e CDKN1A 

 Para a análise de expressão gênica do TP53, MDM2 e CDKN1A, o 

cDNA de 27 amostras de HPB e 26 amostras de CaP foi analisado. A 

expressão tecidual dos mRNAs foi quantificada por RT-qPCR.  

 Os dados de expressão gênica de todos os genes estudados não 

apresentaram distribuição normal, sendo considerados não paramétricos. A 

expressão gênica (tabela II) [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 relação à HPB (*P=0,012)(Figura 1-

Material suplementar). 

A expressão gênica 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 expressão gênica 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 II. Resultados da Expressão Gênica de TP53, MDM2 e CDKN1A em hiperplasia 

prostática benigna e câncer de próstata.  

   HPB CaP P 

TP53 0,9967 

(0,3952 - 1,4472) 

1,5580 

(0,8471-2,8556) 

0,012 * 

MDM2 1,1464 

(0,8073 - 2,3870) 

3,5086 

(1,6486 - 8,1505) 

0,001 * 

CDKN1A 0,6452 

(0,3477 – 0,9680) 

2,3317 

(0,7825 – 3,9038) 

0,001 * 
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Para verificar a presença de correlação entre as variáveis estudadas, 

foi realizado o teste de correlação de Spearman. A correlação 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 não mostrados). Para as variáveis idade, Gleason, 

estadiamento e recidiva bioquímica, não foi encontrada nenhuma correlação 

com a expressão dos genes em estudo.  

Também foi avaliada a possível correlação entre os genes alvos 

estudados (TP53, MDM2 e CDKN1A) e as isoformas do receptor de 

androgênios estudadas por Hillebrand e cols., (dados não publicados)(10). 

Nas amostras de HPB não foi encontrada nenhuma correlação. Nas 

amostras de CaP, foi encontrada uma correlação positiva entre os níveis 

mRNA de TP53 e do AR3/5/6 (0,438; P=0,028) (tabela III). Nesse mesmo 

grupo, a expressão do gene MDM2 apresentou uma correlação positiva com 

a expressão do AR1/2 (0,434; P=0,030) e com a do AR3/5/6 (0,482; 

P=0,015). A expressão gênica do gene CDKN1A não apresentou correlação 

significativa com nenhuma isoforma do receptor de androgênios. 
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Tabela III. Correlação entre dados analisados em amostras de câncer de próstata. 

Apresentadas como r (P). As variáveis p21, AR4, Razão (AR3/5/6)/(5/6) foram testadas, 

mas não apresentaram correlação com nenhuma das outras variáveis.   

CaP 

r (P) 

 

AR1/2 

 

AR

4 

 

AR3/5/

6 

Razão 

(AR3/5/6) 

/ (5/6) 

 

TP53 

 

- 

 

- 

 

0,438 

(0,028) 

 

- 

 

MDM2 

 

0,434 

(0,030) 

- 0,482 

(0,015) 

- 

CDKN1A - - - - 

 

DISCUSSÃO  

 Na glândula prostática, os androgênios são essenciais para a 

manutenção da proliferação e diferenciação das células epiteliais (11). O AR 

atua como fator de transcrição, sendo responsável pela regulação da 

transcrição de inúmeros genes, podendo mediar o recrutamento de 

coativadores e correpressores da transcrição gênica. Assim, o AR exerce um 

papel importantíssimo na regulação normal da próstata (5). Portanto, como a 

biologia do CaP é vinculada à atividade do AR, muitos estudos buscam 

entender quais as contribuições específicas da perda da regulação do AR 

em vários contextos celulares (5). 

 O epitélio normal prostático e o CaP apresentam expressão diferencial 

de diversos genes. Genes que exercem funções como transdução de sinais, 

geralmente são superexpressos, enquanto genes supressores tumorais são 
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pouco expressos. No entanto, a baixa expressão de genes supressores 

tumorais, junto com a diminuição da apoptose e a elevada proliferação, 

podem ser considerados fatores favoráveis para o câncer (12). Contudo, a 

conservação da regulação do ciclo celular é fundamental para determinar se 

a célula irá se diferenciar, proliferar ou se irá morrer (11). No presente 

estudo foi analisada a expressão gênica dos genes TP53, MDM2 e 

CDKN1A, genes importantíssimos na regulação do ciclo celular. 

 Resultados prévios encontrados pelo nosso grupo de pesquisa (dados 

não publicados) demonstraram que, embora a expressão da forma full-lenght 

do AR (AR1/2) não apresente expressão diferencial entre as amostras de 

CaP e HPB, as AR-Vs são diferencialmente expressas entre estes dois 

tecidos. Com base nestas evidências, pode-se assumir a participação das 

AR-Vs tanto no início do desenvolvimento tumoral, quanto na manutenção 

da proliferação celular e recidiva tumoral do CaP. Visto isso, optou-se por 

estudar genes-chave na regulação do ciclo celular no intuito de compreender 

melhor o mecanismo pelo qual as AR-Vs podem dirigir a manutenção e 

proliferação celular no CaP.  

 Os presentes resultados demonstram a superexpressão dos genes 

TP53 e MDM2 no CaP quando comparado à HPB. Análises de 

imunohistoquímica realizadas por Ji e cols. corroboram com estes resultados 

(13). Pelo fato do gene TP53 ter um importante papel como supressor 

tumoral com função de regular a progressão no ciclo celular (5), o aumento 

da expressão gênica de TP53 pode estar relacionado a respostas ao 

estresse celular (ex.: dano ao DNA) a fim de reverter a transformação 

neoplásica (14). No entanto, a perda do gene TP53 pode afetar a 



43 
 

proliferação celular e permitir a progressão tumoral (5). Mutações em TP53 

são encontradas em aproximadamente 50% de todos os tipos de câncer 

(15); contudo, não são comuns em CaP primário, embora possam ocorrer 

com o avanço da doença (16), sendo descritas em 45% de amostras de CaP 

que sofreram metástase óssea (17). 

 Nosso resultado referente à superexpressão 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 expressão de MDM2 está 

associada à taxa de proliferação celular, pelo fato de estar significativamente 

associada ao volume tumoral. A elevada expressão de MDM2 também pode 

estar associada a um pior prognóstico e a tumores mais agressivos (17); 

todavia, em nossas análises não encontramos correlação com o escore de 

Gleason e o estadiamento do tumor.  

 Em condições normais à célula, os níveis de Mdm2 e p53 geralmente 

são baixos e estão em equilíbrio (6), o que parece ter importante papel, visto 

que quando em desequilíbrio pela maior expressão do gene MDM2, ocorrem 

alterações no ciclo celular que favorecem a proliferação e o processo 

tumoral (8). Nossos resultados mostraram uma correlação fortemente 

positiva entre MDM2/TP53 em HPB e em CaP sugerindo o equilíbrio destes 

genes em ambos grupos. Assim, mesmo que tenhamos encontrado uma 

elevada expressão destes genes no CaP, a presença do equilíbrio é 

importante para a manutenção do ciclo celular. 
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 Também encontramos aumento na expressão gênica de CDKN1A no 

CaP quando comparado à HPB. Devido ao fato de CDKN1A ser regulado 

pela proteína p53 (7) e a expressão do gene TP53 estar aumentada no CaP, 

nossos resultados sugerem que o aumento de CDKN1A pode ser devido à 

sua regulação via p53. A função 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 transformação neoplásica do CaP, pode 

ser um mecanismo de proteção da célula frente à carcinogênese, posto que 

a não expressão (ou ausência) desse gene pode favorecer o processo 

tumoral. De maneira controversa, a proteína codificada por CDKN1A, p21, 

pode exercer função antiapoptótica, possibilitando a progressão tumoral. O 

aumento desta proteína já foi descrita em câncer de próstata e mama, e em 

muitos casos está correlacionada com agressividade tumoral (7). 

 Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa observamos que os 

níveis de mRNA do AR 3/5/6 estão mais elevados nas amostras de CaP do 

que nas amostras de HPB (P = 0,044)(10), e, ao correlacionarmos estes 

dados com os resultados encontrados pelo presente estudo, encontramos 

uma correlação positiva entre os níveis de expressão de mRNA do TP53 

com os níveis de expressão do mRNA do AR3/5/6. Este resultado demonstra 

que quando ocorre o aumento da expressão gênica de AR3/5/6, ocorre o 

aumento em paralelo da expressão de TP53. 

 Embora na literatura esta correlação tenha sido demonstrada somente 

entre o AR (não suas isoformas) e o TP53 (16,18), podemos acreditar que 

esta discrepância entre os dados pode ser devida ao fato de que no 

presente trabalho avaliamos de maneira separada a expressão do AR full-
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lenght e de suas isoformas. Ainda nesse sentido, Guseva e cols. sugerem 

que a interação entre o AR e o p53 ocorre através do domínio DBD (DNA 

binding domain), região que também está expressa nas isoformas do AR. 

Juntos, esses dados nos permitem assumir que sim, as isoformas em 

questão também interagem com o p53, embora sejam necessários 

experimentos mais detalhados para comprovar isto. 

 Tanto p53 quanto AR são fatores de transcrição que podem regular a 

transcrição de diversos genes, sendo também possível a regulação entre 

ambos (16). Existem evidências que p53 pode modular a sinalização 

androgênica, pois a elevada expressão de p53 na linhagem celular PC-3 

diminui a transativação no promotor do gene KLK3 (que codifica o PSA) pelo 

AR (19). Outro estudo sugere que a diminuição da expressão de p53 na 

linhagem LNCaP permite a formação de tumores resistentes à ablação 

androgênica em ratos castrados, enquanto em células LNCaP com 

expressão normal de p53 ocorre o contrário (20). Além disso, Guseva e cols. 

sugerem que a interação entre ambas as proteínas ocorre devido a sua 

complexidade funcional e que na presença da proteína p53, a interação com 

o AR restringe os sítios de ligação do AR nos genes alvos. Já na ausência 

de p53, o AR consegue se ligar nas regiões AREs e ativar a transcrição de 

genes levando a proliferação prostática (18). Portanto, enquanto que os 

níveis de mRNA do p53 e do AR3/5/6 estão positivamente correlacionados, 

estudos de interação proteína-proteína sugerem que p53 regula 

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

interação pode ser devida a uma tentativa da célula em minimizar ou até 
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abolir a sinalização androgênica exercida pelo AR e também por suas 

isoformas, isto tudo em busca da reversão neoplásica. 

 Também encontramos uma correlação positiva entre a expressão do 

MDM2 e a expressão do AR full-lenght e AR3/5/6. A elevada expressão das 

AR-Vs geralmente está relacionada a cânceres refratários à ablação 

androgênica, visto que nestas amostras os níveis de expressão das AR-Vs 

são significativamente mais elevados do que em amostras de CaP primário 

(2,4), e nestes, mais elevados que na HPB (10). Além disso, a 

superexpressão das isoformas está relacionada à recidiva tumoral em 

pacientes submetidos à cirurgia para retirada do tumor (4,10). No entanto, 

interações entre AR, AR-Vs e Mdm2 são pouco descritas. Uma interação 

descrita na literatura sugere que a proteína Mdm2 age como uma E3 

ubiquitina ligase, induzindo a ubiquitinação do AR e promovendo a sua 

degradação (22). Contudo, a presença de mutações em MDM2 pode dar 

origens a proteínas incapazes de promover a degradação do AR (5). Embora 

exista uma correlação positiva entre as expressões de MDM2 com o AR full-

length e AR3/5/6, é possível que a interação proteína-proteína ocorra de 

forma negativa. Deste modo, a elevada expressão dos genes em estudo no 

CaP e a associação com as AR-Vs nos sugerem novos caminhos para o 

entendimento do desenvolvimento do CaP. 
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CONCLUSÕES 

 Nossos resultados mostraram a maior expressão dos genes TP53, 

MDM2 e CDKN1A no carcinoma comparado à HPB, evidenciando a 

participação dos genes estudados no desenvolvimento e na manutenção da 

proliferação celular no CaP. Do mesmo modo, as correlações encontradas 

com as isoformas do receptor de androgênios sugerem uma possível 

interação entre os genes estudados e as isoformas, evidenciando a 

interação entre a via de sinalização androgênica e genes alvo do ciclo 

celular. Entretanto, estudos precisam ser realizados para um melhor 

entendimento destas interações entre proteínas. 
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MATERIAIS SUPLEMENTARES 

 
Figura 1. 

 

 
Figura 2. 

 

Figura 3. 

 
 

 
Figura 1. Expressão Gênica do TP53 em tecido 
prostático de pacientes com hiperplasia prostática 
benigna e câncer de próstata. Cada ponto 
representa um paciente. As barras indicam a 
mediana da expressão gênica (HPB = 0,9967;  CaP 
= 1,5580) P = 0,012 
Figura 2. Expressão Gênica do MDM2 em tecido 
prostático de pacientes com hiperplasia prostática 
benigna e câncer de próstata. Cada ponto 
representa um paciente. As barras indicam a 
mediana da expressão gênica (HPB = 1,1464;  CaP 
= 3,5086) P = 0,001  
Figura 3. Expressão Gênica do CDKN1A em tecido 
prostático de pacientes com hiperplasia prostática 
benigna e câncer de próstata. Cada ponto 
representa um paciente. As barras indicam a 
mediana da expressão gênica (HPB = 0,6452;  CaP 
= 2,3317) P = 0,001  
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3. Conclusões e Perspectivas: 

 Nesse trabalho conseguimos verificar que os genes TP53, MDM2 e 

CDKN1A estão mais expressos no CaP, resultado que permite um melhor 

entendimento desta doença. Além disso, a presença de correlação entre os 

níveis 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, serão realizadas análises para verificar 

a expressão proteica de p53, Mdm2 e p21 pelo ensaio de ELISA. Por esta 

mesma técnica, serão realizadas dosagens intrateciduais de testosterona e 

diidrotestosterona. A expressão proteica da isoforma AR3 será avaliada por 

imunocitoquímica.  
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5.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

 

Identificação da presença de isoformas do receptor de androgênios 

(AR) em tumores da próstata. 

Prezado Senhor 

_________________________________________________ 

Estamos conduzindo um estudo para identificar características 

genéticas que possam estar associadas ao surgimento e crescimento de 

tumores prostáticos. Dentre as doenças prostáticas, a hiperplasia prostática 

benigna (aumento da próstata) e o câncer de próstata apresentam alta 

incidência na população. A expressão modificada de alguns genes pode 

alterar o tecido normal da próstata e levar à formação desses tumores.  

Como o senhor tem o diagnóstico 

de____________________________ (hiperplasia prostática benigna ou 

câncer de próstata) e lhe foi recomendada cirurgia para a retirada da 

glândula, gostaríamos de convidá-lo para participar do estudo. Caso aceite, 

sua participação no estudo consistirá em uma coleta de amostra de sangue 

e a permitir que após retirada da peça cirúrgica três pequenos fragmentos da 

mesma (10 mm x 5 mm) sejam encaminhados para estudo genético (análise 

da expressão de genes). O restante da peça cirúrgica será destinado ao 

exame histopatológico normal. Portanto, não haverá modificação da técnica 

cirúrgica. O material será coletado após o término da cirurgia, e este 

procedimento não apresenta nenhum risco para sua saúde. 

Quanto à coleta sanguínea, o Sr. será submetido à coleta de 10 mL 

de sangue venoso, hoje, após lhe explicarmos este termo de compromisso e 

o senhor assiná-lo ou então no dia da cirurgia, com o objetivo de realizar 

dosagens hormonais. Os riscos envolvidos com essa coleta são os riscos 

inerentes ao procedimento, sendo a ocorrência de pequenos hematomas 

(manchas roxas) a alteração mais comum. 

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras de sangue e de 

tecido para que outras características possam ser analisadas no futuro, em 

outros trabalhos de nosso grupo (nesse caso, estes trabalhos serão também 

apresentados ao Comitê de Ética em Pesquisa). No futuro, essas 

características poderão auxiliar na identificação de características genéticas 

específicas de pacientes sob risco de desenvolver tumores de próstata. No 
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entanto, os resultados deste estudo não trarão benefícios diretos para o 

senhor. 

O Sr. é livre para decidir por participar ou não do estudo, e sua recusa 

não implicará em nenhum prejuízo em seu atendimento neste Hospital. Não 

haverá nenhuma despesa para sua participação neste projeto. O senhor 

receberá uma via deste termo de consentimento, sendo que a qualquer 

momento o seu consentimento em participar deste estudo poderá ser 

retirado. Todas as informações obtidas estarão à sua disposição se assim 

desejar. Todos os resultados referentes à pesquisa serão utilizados para fins 

exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.  

Os pesquisadores responsáveis por este projeto são Profa. Dra. Ilma 

Simoni Brum da Silva (51 33083559 ou 99969044), Prof. Dr. Milton Berger 

(51 33598286), Prof. Dr. Brasil Silva Neto (51 99922398) e a pós-graduanda 

Ana Caroline Hillebrand (51 33083559 ou 81531606). Caso o senhor tenha 

qualquer dúvida sobre o projeto poderá nos contatar nos telefones indicados 

acima. Tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa desta Instituição (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 determinações de características genéticas que serão 

feitas. Recebi uma via deste termo de consentimento e também a garantia 

de resposta a dúvidas ou esclarecimentos relacionados à pesquisa e da 

segurança da confidencialidade dos dados obtidos.   

Assinatura:______________________________________________ 

Pesquisador:_____________________________________________ 

Assinatura: ______________________________________________ 

HOSPITAL DE CLÍNICAS DE PORTO ALEGRE- CENTRO DE PESQUISA 

EXPERIMENTAL  
LAGOM (LABORATÓRIO 12106) - RUA RAMIRO BARCELOS, 2350 - BAIRRO 

RIO BRANCO - FONE: 51 33597625- PORTO ALEGRE 
LABORATÓRIO DE BIOLOGIA MOLECULAR ENDÓCRINA E TUMORAL 

(LABORATÓRIO 09) -  RUA SARMENTO LEITE, 500 - CENTRO - FONE: 51 

33083559 - PORTO ALEGRE 
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5.3 Carta de Aprovação do Comitê de Ética   

 

 


