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Resumo:

O desenvolvimento de doengas que acometem a prostata esti associado
ao eixo de sinalizacdo androgénica, o qual € altamente dependente do
receptor de androgénios (AR) e dos niveis de androgénios circulantes. O
AR atua como fator de transcricdo, mediando a ativacdo ou repressao da
transcricdo de indmeros genes. Deste modo, o AR apresenta um
importante papel na regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo de células
prostaticas. Nesse estudo, buscamos identificar a expressdo génica de
diversos genes associados a via de sinaliza¢do androgénica em amostras
microdissecadas de tecido epitelial de hiperplasia prostatica benigna
(HPB) (n=3) e cancer de proéstata (CaP) (n=3) através do ensaio
TagManArrayHumanAndrogens pela técnica de RT-qPCR, além da
expressdo proteica de alguns genes diferentemente expressos. A
expressao génica mostrou que 17 genes (AIG1, APPL1, BRCA1, BRCA2,
CDC25B, ESR2, HSD17B3, HSD17B8, IL8, MED17, MED24, PAKG,
PIM1, POR, SHH, SOAT1 e WDR19) apresentaram expressao somente
no grupo CaP, 7 genes (MED13, SPDEF, RDH11, CALR, NKX3-1, KLK4 e
PMEPAL) apresentaram expressdo aumentada no grupo CaP em relacao
ao grupo HPB, 40 genes (HSD11B1, TGFB1I1, BCL2, UGT2B17, SRY,
UGT2B15, MED1, RCHY1, PA2G4, KAT2B, FOX0O3, MED14, SUMOL1,
PIAS2, CALCOCO1, HSD17B6, DAXX, MED4, PARK7, PATZ1, NR2C1,
TMPRSS2, PIAS], AR, MED12, SCARB1, PART1, PIAS3, NSD1, MED16,
AOF2, ZMIZ1, NCOA1l, MYST2, IGFBP5, SART3, CREBBP, TGIF1,
CLDNS3 e FKBP4) apresentaram expressao diminuida no grupo CaP em
relacdo ao grupo HPB, 21 genes (AKR1C4, BMX, CRISP1, CYP11A1l,
CYP11B1, CYP19A1, CYP21Al, DHRS9, FGF8, GPX5, GRP, HSD3B1,
IL4, INFG, SHBG, STS, SPAG11B, TGM4, UGT1A8, UGT2Al e UGT2B7)
nao apresentaram expressdo em nenhum dos grupos e 7 genes (ESR1,
IL6, NCOA2, NCOA4, PDS5B, SRD5A1 e SRD5A2) apresentaram
expressdo em ambos os grupos, mas ndo foi possivel analisa-los.Na
expressao proteica do AR encontramos que este estd mais expresso no

nacleo de células hiperplasicas e no citoplasma em células tumorais. O



BRCA1 predomina no citoplasma de células tumorais, enquanto uma
pequena fracdo de células hiperplasicas apresenta positividade no nucleo
e 0 NKX3-1 apresenta maior expressado citoplasmatica no CaP e
semelhante expressdo no nucleo de ambos o0s grupos. Assim, este
trabalho mostra a grande heterogeneidade tumoral através da variacao na
expressao génica e proteica tanto de genes que favorecem como que 0S
gue impedem a permanéncia tumoral no tecido tumoral especifico, e,
acredita-se que por se tratar de um CaP primario, ainda estejam ativadas

vias regulatorias que tendem a contenséo tumoral.



The development of diseases affecting the prostate is associated with the
androgenic signaling axis, which is highly dependent on the androgen receptor
(AR) and circulating levels of androgens. The AR acts as a transcription factor,
mediating the activation or repression of the transcription of innumerable genes.
Thus, AR plays an important role in the regulation of prostate cell proliferation
and differentiation. In this study, we sought to identify the gene expression of
several genes associated with the androgenic signaling pathway in
microdissected samples of benign prostatic hyperplasia (BPH) (n = 3) and
prostate cancer (PC) (n = 3) by RT-gPCR , as also the protein expression of
some differentially expressed genes. Gene expression showed that 17 genes
(AIG1, APPL1, BRCA1, BRCA2, CDC25B, ESR2, HSD17B3, HSD17BS8, IL8,
MED17, MED24, PAK6, PIM1, POR, SHH, SOAT1 and WDR19) Presented
expression only in the CaP group Seven genes (MED13, SPDEF, RDH11,
CALR, NKX3-1, KLK4 and PMEPA1) presented increased expression in the
CaP group compared to the HPB group; 40 genes (HSD11B1, TGFB1I1, BCL2,
UGT2B17, SRY, UGT2B15, MED1, RCHY1, PA2G4, KAT2B, FOX03, MED14,
SUMO1, PIAS2, CALCOCO1, HSD17B6, DAXX, MED4, PARK7, PATZ1,
NR2C1, TMPRSS2, PIAS1, AR, MED12 , SCARB1, PART1, PIAS3, NSD1,
MED16, AOF2, ZMIZ1, NCOA1, MYST2, IGFBP5, SART3, CREBBP, TGIF1,
CLDN3 and FKBP4) had decreased expression in the CaP group compared to
the HPB group; 21 genes (AKR1C4, BMX, CRISP1, CYP11B1, CYP19A1,
CYP21Al1, DHRS9, FGF8, GPX5, GRP, HSD3B1, IL4, INFG, SHBG, STS,
SPAG11B, TGM4, UGT1A8, UGT2A1 and UGT2B7) did not show expression in
any of the groups and 7 genes (ESR1, IL6, NCOA2, NCOA4, PDS5B, SRD5A1
and SRD5A2) presented expression in both groups, but it was not possible to
analyze them. In the protein expression of AR we find that it is more expressed
in the nucleus of hyperplastic cells and in the cytoplasm in tumor cells. BRCA1
predominates in the cytoplasm of tumor cells, whereas a small fraction of
hyperplastic cells is positive in the nucleus, and NKX3-1 shows greater
cytoplasmic expression in CaP and similar expression in the nucleus of both
groups. Thus, this work shows the great tumor heterogeneity through the
variation in the gene and protein expression of both genes that favor as well as
those that prevent tumor permanence in the specific tumor tissue, and it is
believed to be the primary CaP, regulatory pathways that tend to contain tumor
are activated.



16

Introducao:
Prostata

A prostata é uma glandula acessoria que faz parte do sistema genital
masculino e contribui para a secrecado do fluido seminal (McDougal, Wein et al.
2011). Ela situa-se abaixo da bexiga, é envolvida por uma capsula fibrosa e
internamente é dividida em 3 zonas. A zona periférica compreende todo o tecido
glandular prostatico presente no apice bem como o tecido posterior proximo a
capsula. Esta zona é considerada o local onde ocorre mais comumente o
desenvolvimento de carcinomas, prostatites crénicas e atrofias pos-inflamatorias. A
zona de transicdo compreende a regido localizada entre a zona periférica e a
central, é o local que frequentemente estd envolvido com a hiperplasia prostatica
benigna (HPB); e a zona central, apresenta formato conico que envolve a uretra e os

ductos seminais (Figura 1)(Kai H. Hammerich 2009).

‘\' Zona de Transigio

"\// Zona Periférica

Figura 1. Localizacéo das zonas da prostata (Kai H. Hammerich 2009)

A glandula prostatica é tubulo-alveolar, composta de tecidos epiteliais

incorporados em tecido estromal, incluindo fibroblastos, miofibroblastos e células



17

musculares lisas. O tecido epitelial apresenta células basais e células secretoras que
secretam o fluido prostatico contendo o antigeno prostatico especifico (PSA) e
prostaglandinas. Estas células também expressam o receptor de androgénio (AR);
assim, apresentam regulacdo dependente da concentracdo de androgénios
circulantes. As células estromais segregam fatores de crescimento e expressam 0
AR, receptor de estrogénio (ER), o receptor adrenérgico e 5-a-redutase (Niu and Xia
2009). As células nos dois compartimentos mantém relacdo simbiética através do
mecanismo paracrino. Estas comunicagfes reciprocas entre os compartimentos sdo
fundamentais para a preservacdo da homeostase do tecido (Wadhwa and Dumbre
2016).

As alteracdes do tecido prostatico sdo cada vez mais frequentes. Um dos
possiveis fatores relacionados com estas alteracdes é o aumento da expectativa de
vida das populacdes. As alteracfes clinicamente mais importantes de proliferacdo
celular anormal da préstata sdo a Hiperplasia Prostatica benigna (HPB) e o cancer
de préstata (CaP)(llic and Misso 2012).

Cancer de prostata (CaP)

O CaP é o tipo de cancer com maior prevaléncia no sexo masculino, inclusive
no Brasil, estando atras apenas do cancer de pele nao-melanoma (INCA 2016). Para
0 ano de 2016, estima-se 61.200 novos casos de CaP, sendo que no ano de 2013,
ocorreram 13.772 mortes por esta doenca. Ja no Rio Grande do Sul, estima-se
6.000 novos casos a cada 100 mil homens em 2016(INCA 2016). 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
aumento nas taxas de incidéncia de CaP no Brasil (INCA 2016). Nos Estados
Unidos, o CaP apresenta-se como o segundo tipo de cancer mais prevalente e como
a segunda causa de morte de homens, sendo que, para o ano de 2016 foi estimado
gue 180.890 novos casos serdo diagnosticados e que 26.120 homens morrerdao da
doenca (ACS 2016).
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O CaP é classificado como um adenocarcinoma, pois cerca de 95% dos casos
de CaP se desenvolvem nos acinos dos ductos prostéaticos. Os fatores de risco para
o desenvolvimento do CaP incluem: o aumento da idade, historico familiar, genética,
raca (afro-americanos sdo os mais afetados) e fatores dietéticos (Udensi and
Tchounwou 2016). Quando diagnosticado em fases iniciais, é potencialmente
curavel por prostatectomia radical ou radioterapia. Contudo, a progressao do CaP é
um processo de varias etapas, de entendimento complexo devido a sua
heterogeneidade e sua propensdo a se espalhar rapidamente no local e gerar
metéstases em linfonodos e 0ssos, que representam a maior parte da morbidade e
mortalidade de pacientes com CaP. Uma vez que o crescimento de células do CaP
depende da presenca de androgénios, a terapia de privacdo de androgénio tem sido
o tratamento principal para os pacientes com células de CaP metastatico (Wadhwa

and Dumbre 2016).

Alguns estudos retrospectivos sugerem que mais da metade dos homens
americanos tém aos 80 anos algumas células cancerosas em sua préstata. No
entanto, a maioria destes homens séo assintomaticos e o tratamento clinico ndo é
realizado. Em alguns casos, algumas células cancerosas apresentam
comportamento agressivo devido ao fendtipo pouco diferenciado, o que por sua vez
agrava o indice proliferativo, a mobilidade e a invaséo celular (Wadhwa and Dumbre
2016). Mesmo que a grande maioria dos pacientes permanece assintomatica nas
fases iniciais, o CaP avancado pode ser acompanhado por uma variedade de
sintomas urindrios, dor e inchaco nas pernas e na area pélvica, os quais também
sdo encontrados na HPB. Assim, a utilizacdo de antigeno especifico de prostata
plasmético total (TPSA) como marcador clinico torna-se importante, sendo
considerado o valor de corte de 4 ng / mL como indicativo de CaP, juntamente com

biopsia transretal guiada por ultrassom (Kgatle, Kalla et al. 2016).
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Figura 2. Evolucao do céancer de préstata. Representacdo esquematica da evolucdo do
cancer de prostata a partir do aparecimento da primeira alteracéo genética (Labrie, Belanger
et al. 2005).

A figura 2 mostra a evolucdo do CaP a partir de uma mutacdo ou alteracéo
genética. Durante anos, as células cancerosas podem ser vistas por histologia ou
marcadores genéticos, mas é quando o tumor atinge um volume relativamente
grande (0,3 cc ou mais) que o diagnéstico pode ser feito por rastreio usando PSA e
ecografia transretal da prostata. Quando o diagnostico se torna possivel por rastreio,
50% dos casos de CaP ja migraram para fora da préstata e nao sdo mais 6rgaos
confinados. A prostatectomia radical s6 pode curar a doenca quando o cancer é
orgao confinado e a radioterapia e braquiterapia tém aproximadamente a mesma
eficacia. A terapia de privacdo androgénica também pode ser realizada, sendo o
tratamento de escolha no estagio avancado da metastase 6ssea o Unico tratamento

ativo(Labrie, Belanger et al. 2005).

Em razado do lento crescimento, o CaP pode levar até 10 anos para progredir
de uma neoplasia intra-epitelial (PIN) para um carcinoma invasivo. Histologicamente,

o PIN pode ser classificado em baixo e alto grau, sendo caracterizados pela
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arquitetura celular e molecular. O Score de Gleason, o sistema de classificacao
desenvolvido pelo Dr. Donald F. Gleason entre 1966 e 1974 foi recentemente revisto
e melhorado pela Sociedade Internacional de Patologia Urolégica de 2014 e
continua a ser um dos mais poderosos preditores do prognéstico do CaP. Uma
alternativa ao atual Gleason foi recentemente proposta com o objetivo de diminuir o
excesso de tratamento de CaP de baixo grau detectado pelo rastreio de PSA.A nova
classificagdo CaP simplificada incorpora cinco graus e estes incluem o grupo de
grau 1 (escore de Gleason < 6), grupo de grau2 (pontuacéao de Gleason 3 + 4 =7),
grupo de grau 3 (pontuagéo de Gleason 4 +3 = 7), grupo de grau 4 (pontuacao de
Gleason 8) e, finalmente, Grupo 5 (pontuacao de Gleason 9-10) (Kgatle, Kalla et al.
2016).

Hiperplasia prostéatica benigna (HPB)

A hiperplasia prostatica benigna é uma doenca progressiva, que provoca um
aumento do volume da prostata, uma diminuicdo na taxa maxima de fluxo urinario,
bem como o desenvolvimento de retencdo urindria aguda, em seus estagios mais
avancados. E a doenca uroldgica ndo-maligna mais comum entre os homens idosos
e afeta mais de 40% dos individuos com idade superior aos 60 anos (Minutoli,
Rinaldi et al. 2016).

A HPB é comumente caracterizada por sintomas do trato urinério inferior
(LUTS) em associacdo com disfungbes sexuais (DS), tais como disfuncao erétil e
ejaculacao, diminuicdo da libido e insatisfacao geral, o que leva esta doenca ter um
impacto significativo na qualidade de vida de homens acometidos. Contudo, 0s
processos especificos que levam ao fendtipo observado em HPB ainda ndo foram
completamente esclarecidos. Evidéncias indicam uma ligacdo molecular entre
androgénios, estrogénios, fatores de crescimento e neurotransmissores na evolucao
da HPB. O aumento de volume da préstata é causado por um crescimento complexo
e gradual que envolve tanto o epitélio glandular da préstata quanto o estroma
fibromuscular na zona de transi¢cao (Minutoli, Rinaldi et al. 2016).
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A HPB é a doenca mais prevalente da prostata sendo relatado j& em 1991 por
Garraway e cols. na Escocia que 14% dos homens com idade entre 40-50 anos e
43% dos homens com idade superior a 60 anos apresentavam HPB (Garraway,
Collins et al. 1991). Além disso, evidéncias microscopicas demonstram que 50% dos
homens aos 50 anos de idade e 90% dos homens aos 80 anos apresentam HPB
(Carson and Rittmaster 2003). Ou seja, grande parte dos homens que atingem a

expectativa de vida é acometida por esta doenca.

Sinalizag&o androgénica

O eixo de sinalizagdo androgénica participa tanto do desenvolvimento normal
da prostata com também do desenvolvimento da HPB e do CaP. O horménio
dihidrotestosterona (DHT) € um precursor da testosterona e, 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 proliferacdo excessiva da glandula, levando
assim ao desenvolvimento de doencas proliferativas da préstata (Carson and
Rittmaster 2003). No entanto, sabe-se que os androgénios desempenham um papel
importante no desenvolvimento do CaP através da modulacdo do receptor de
androgénios (Caffo, Maines et al. 2016).

O receptor de androgénio € um membro da superfamilia de receptores
esteroides 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 5-a-redutase em DHT, um
metabolito com acdo mais potente. A DHT liga-se ao AR tornando-o ativo, entdo, o
complexo horménio-receptor formado sofre diversas modificagbes conformacionais,
como por exemplo, dissociagdo das chaperonas, fosforilagdo, dimerizagédo e
translocacdo para o nucleo da célula. O AR ativo no nucleo celular é capaz de se
ligar em regides conhecidas como elemento responsivo aos androgénios (ARES) em

seus genes alvos, podendo recrutar diferentes fatores de transcricédo (por exemplo, a
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DNA polimerase tipo Il) e também diferentes cofatores, que atuam inibindo ou
ativando a transcrigéo génica (Guo, Yang et al. 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de acéo dos androgénios. Exemplificado pela testosterona. Adaptada
de (Gobinet, Poujol et al. 2002).

O AR pode atuar como fator de transcri¢cdo, 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 (Dean and Knudsen 2013).

Visto que a acdo do AR é mediada por androgénios e a testosterona é o
principal androgénio masculino, Huggins e Hodges demonstraram em 1941 que a
privacdo androgénica pela reducdo dos niveis de testosterona mediada por
castracdo poderia possibilitar o controle do potencial metastatico do CaP. No
entanto, muitos pacientes que se submetiam a terapia de privagdo androgénica
eventualmente se tornavam resistentes e o tumor permanecia, condicdo definida
como cancer de préstata refratario ao tratamento hormonal ou castracdo
(CRPC)(Caffo, Maines et al. 2016).
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A habilidade das células tumorais de crescer em condigbes de privacao
hormonal esté relacionada com a reativacdo do eixo de sinalizagdo androgénica (Fig
4), que pode ocorrer devido a mecanismos da elevada expressdo do AR,
amplificacdo ou mutacbes do gene AR, variantes constitutivamente ativas do AR,
expressdo de coativadores e correpressores, sintese intracrina de androgénios e
ativacao alternativa por sinalizacdo dependente de tirosina cinase (Caffo, Maines et
al. 2016). Desta forma, o CaP tornou-se foco intensivo de estudo para entender os
mecanismos subadjacentes a transicdo do CaP para o CaP resistente a ablacao

androgénica.
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Figura 4. Vias para ativacdo do AR em casos de privacdo androgénica Adaptado de(Hoang,
Iczkowski et al. 2016).

Devido a grande complexidade do CaP, muito esforgo é investido na busca por
moléculas que possam servir como biomarcadores ou até como alvos terapéuticos.
A identificacdo de genes regulados pelo AR tém sido de interesse especial e a
maioria dos estudos de expressdo sao realizados na linhagem celular LNCaP, que
revelou que 1,5% a 4,3% do seu transcriptoma é regulado direta ou indiretamente
pelos androgénios. Os genes regulados por androgénios pertencem a varias

classes, incluindo genes que codificam as proteinas envolvidas na via secretora,
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funcdo principal da prostata e na sua contribui¢cdo para o fluido seminal. Além disso,
genes que estdo envolvidos na transcricdo, splicing, biogénese ribossémica,
mitogénese, processos bioenergéticos também podem ser regulados por
androgénios no CaP; no entanto, o papel da maioria destes genes na carcinogénese
permanece obscura. Dentre os genes regulados pelo AR, podemos citar 0os genes
FGF8 (fator de crescimento envolvido na carcinogénise da prostata); KLK4
(envolvido na proliferacao celular e metastases); NKX3-1 (regulador de crescimento
epitelial e diferenciacdo na prostata) e TMPRSS2 (serina protease ligada a
membrana)(Kaarbo, Klokk et al. 2007).

TagManplatearray

TagManplatearray € um método de rastreamento de biomarcadores, painéis
toxicolégicos, analises de vias e genes alvo que utilizam a técnica de transcricdo
reversa quantitativa PCR (RT-gPCR) para deteccdo dos mesmos (Figura 5).
TaqgManplatearray ¢é facil de usar e econbmico, apresentando resultados
padronizados e com baixa variabilidade. Com base nesse pressuposto, 0 método de
rastreamento TagManArrayHumanAndrogens foi escolhido porque permitiu ao
mesmo tempo, o rastreamento de 92 genes associados a via de sinalizacao
androgénica, incluindo genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de
androgénios, reguladores de producdo de androgénios, receptores e proteinas de
transducdo que medeiam suas funcdes, e os alvos de sinalizacdo de androgénica,
como também, os genes SRY do cromossomo Y, que desempenham funcdes no
desenvolvimento do fenétipo masculino e varios genes associados a via de
sinalizacdo do estrogénio. Portanto, este trabalho permitiu um melhor entendimento
da expressdo dos genes que estdo relacionados com o CaP (AppliedBiosystems,

2014).
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Figura 5. Layout da placa TagmanArray utilizada para a analise de genes envolvidos na via
de sinalizacdo do AR, sendo que em cada po¢o havia uma sonda especifica diferente,
totalizando 96 sondas diferentes no ensaio.

Os genes que estdo envolvidos na sintese de androgénios podem auxiliar
na verificacdo do perfil de sintese de horménios esteroides nos tecidos de CaP e
HPB. Como por exemplo, na familia HSD, o gene que codifica a enzima HSD17B8
que converte estradiol em estrona, o gene HSD3B1 que codifica a enzima que
catalisa a conversao de derivados de esteroides de desidroepiandrosterona-adrenal
a DHT. A enzima 5a-redutase codificada pelo gene SRD5A é outra enzima critica no
metabolismo dos androgénios, e converte a testosterona em dihidrotestosterona, o
agonista mais potente do AR em células da prostata (Shiota, Fujimoto et al. 2015).
As enzimas CYP (citocromo P450) que sao enzimas predominantemente hepaticas
gue metabolizam drogas e outros xenobidticos. Contudo, sabe-se que estas enzimas
estdo envolvidas nas funcbes celulares como o metabolismo de eicosanoides, a
biossintese de colesterol e acidos biliares, a sintese e metabolismo de esteroides, a
sintese e degradacao de aminas biogénicas, a sintese e o metabolismo da vitamina

D3 e a hidroxilagédo de acido retindico (Nebert and Dalton 2006).
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Além disso, a analise de genes que codificam proteinas que regulam a
atividade transcricional do AR, como a CALC (calreticulina) que o regula
negativamente, impedindo sua ligacdo aos elementos responsivos a androgénios,
coativadores do AR (TGFBL1I1- fator de crescimento transformante beta, familia
NCOA- coativadores do receptor nuclear, familia MED- complexo mediador,
CREBBP- proteina ligadora de CREB), correpressores da expressao génica (DAXX-
proteina associada ao dominio de morte celular), e de genes que sédo considerados
alvos do AR, também contribuem no entendimento da fisiopatologia do CaP,

juntamente com a andlise de genes que estao envolvidos com o fenétipo masculino.

O epitélio normal prostatico e o CaP apresentam expressdo diferencial de
diversos genes. Genes que exercem funcdes como transducao de sinal, geralmente
S80 superexpressos, enquanto genes supressores tumorais S80 pouco expressos.
No entanto, a baixa expressdo de genes supressores tumorais, junto com a
diminuicdo da apoptose e a elevada proliferacdo, podem ser considerados fatores
favoraveis para o cancer (Romics, Banfi et al. 2008). Contudo, a manutencéo da
regulacdo do ciclo celular € fundamental para determinar se a célula ira se
diferenciar, proliferar ou se ira morrer (Lu, Liu et al. 1999). Compreender a interacéo
de genes como BRCAL e BRCA2 supressores tumorais, juntamente com os demais
genes antiapoptdticos, como o BCL, oncogenes, e genes que codificam proteinas
que favorecem a proliferacdo (KLK4 — kalicreina, GRP- peptideo liberador de
gastrina), invasao (FGF8- fator de crescimento fibroblastico 8) e angiogénese
(Interleucina 8), podem favorecer o entendimento do ciclo celular desordenado no

CaP em relacdo a HPB.

Na figura 6 apresentamos a distribuicdo dos genes de acordo com as
funcBes:enzimas que participam do metabolismo dos androgénios; moduladores de
transcricdo; reguladores negativos da proliferacdo celular; processo de tumorigénese
e invasdo; reguladores positivos da proliferacdo celular; coativadores do AR;
correpressores, genes envolvidos na reproducdo masculina, mediadores da resposta
imune; genes regulados pelo AR e receptores hormonais. Na tabela abaixo (Tabela

1) apresentamos todos 0S genes presentes no ensaio, juntamente com a
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identificacdo da sonda (ID sonda), identificagédo do gene (ID Gene), nome do gene e

suas funcoes.
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Nidmero de genes de acordo com as fungoes

B Genes regulados por
androgénios; 4; 4% B Numero de genes de acordo com
as fungdes ; Outros ; 1; 1%

Resposta imune; 5; 5%

B Enzimas metabolismo de
androgénios ; 22; 24%

B Modulagdo transcrigdo génica;
10; 11%
B Regulagdo proliferacdo negativa
9; 10%
B Diferencia¢do, tumorogenicidade

. N m Regulacgdo proliferagao positiva;
e invasao; 4; 4%
\_ 10; 11%

= Receptores; 4; 4%

B Funcdes na reproducdo
masculina; 5; 6%

B |nibidor AR e de genes regulados
pelo AR; 5; 6%

4

B Coativador AR; 13; 14%

Figura 6. Nomero de genes de acordo com as funcdes sendo: 22 genes que codificam enzimas que participam do metabolismo dos
androgénios; 10 genes que modulam a transcricdo génica; 9 genes que atuam como reguladores negativos da proliferacéo celular; 10 genes
que atuam como reguladores positivos da proliferacdo celular; 4 genes que participam do processo de tumorigénese e invasdo; 13 genes
coativadores do AR; 5 genes que atuam como corepressores; 5 genes que tem participacdo na reproducdo masculina; 4 genes que codificam
receptores; 5 genes mediadores da resposta imune; 4 genes regulados pelo AR e 1 gene na categoria outros.
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Tabela 1.Descricdo dos genes estudados no ensaio. (*) Genes considerados genes normalizadores do ensaio.

Simbolo ID Sonda ID Gene Nome do Gene Funcdes

AlG1 Hs00211518 m1 51390 Androgen induced 1 Homeostase do Cat?

AOF2 Hs00323448_m1 5724032 amineoxidoreductase Componente de complexos histona
desacetilase

AR Hs00171172_m1 367 androgen receptor Fator de transcricdo ativado por
horménios esteroides.

BMX Hs00176455 m1 660 BMX non-receptor tyrosine kinase Regulador de diferenciagédo e
tumorogenicidade.

BRCA2 Hs00609060_m1 675 BRCAZ2, DNA repair associated Manutengédo da estabilidade genémica
e supressor tumoral
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CALR Hs00189032_m1 811 Calreticulin Proteinaligadora de calcio
(estocagem), inibidora do AR,
modulara da transcri¢cdo génica de
receptores hormonais nucleares.

CLDNS3 Hs00265816_s1 1365 claudin 3 Componente das tightjunction

CRISP1 Hs00538261 m1l 167 Cysteine rich secretory proteinl Atua na fusdo esperma-évulo.

CYP11B1 Hs01596404 _m1 1584 cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1 Idem ao anterior.

CYP21A2 Hs00416901_g1 1589 cytochrome P450 family 19 subfamily A member 2 Idem ao anterior.

DHRS9 Hs00608375 m1 10170 dehydrogenase/reductase 9 Enzima com atividade oxidorredutase.
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ESR2 Hs00230957_m1 2100 estrogen receptor 2 Desenvolvimento sexual, funcdes
reprodutivas e fator de transcricdo
associado a ligante.

FKBP4 Hs00427038_g1 2288 FK506 binding protein 4 Regulador positivo do AR.

GAPDH* Hs99999905 m1 2597 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Producéo de energia no metabolismo
dos carboidratos.

GRP Hs00181852_m1l 2922 gastrin releasing peptide Liberacao de hormdnios
gastrointestinais, contracdo de células
musculares lisas e proliferacdo de

células epiteliais.

HPRT1* Hs99999909 m1 3251 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 Catalisa a conversdo de hipoxantina
em monofosfato de inosina e guanina
em monofosfato de guanosina.
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HSD17B3 Hs00609319 m1 3293 hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 3 Catalisa a converséo de
androstenediona em testosterona.

HSD17B8 Hs00367151_m1 7923 hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 8 Oxida e inativa o estradiol, a
testosterona e a dihidrotestosterona.

IFNG Hs00174143 m1l 3458 Interferon gamma Desencadeia uma resposta celular as
infeccdes virais e microbianas.

IL4 Hs00174122 m1l 3565 interleukin 4 Proliferacéo celular e inibicdo da
apoptose.

Hs00174103_m1 C-X-C motif chemokine ligand 8 Vigilancia imune, inflamagéo e a
angiogénese.
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KLK4 Hs00191772_m1 9622 Kallikrein related peptidase 4 Mobilidade celular, proliferagéo celular
e transi¢éo epitelial-mesenquimal.

MED12 Hs00192801_m1 9968 Mediator complex subunit 12 Idem ao anterior.

MED14 Hs00188481_m1 9282 Mediator complex subunit 14 Idem ao anterior.

MED17 Hs00188669 _m1 9440 mediatorcomplexsubunit 17 Idem ao anterior.

MED4 Hs00204327_m1 29079 mediatorcomplexsubunit 4 Idem ao anterior.

NCOA1l Hs00186661_m1 8648 nuclear receptor coactivator 1 Coativador transcricional para
receptores hormonais esteroides e
nucleares.

NCOA4 Hs00428328 m1 8031 nuclear receptor coactivator 4 Idem ao anterior.
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NR2C1 Hs00172676_m1 22025 nuclear receptor subfamily 2, group C, member 1 Receptor nuclear hormonal.

PA2G4 Hs00854538 g1 5036 proliferation-associated 2G4 Correpressor de genes regulados pelo
AR.

PARK7 Hs00994896 g1 11315 Parkinsonism associated deglycase Inibidor de supressor celular.

PATZ1 Hs00204880_m1 23598 POZ/BTB and AT hook containing zinc finger 1 Oncogene e suppressor tumoral.

PIAS1 Hs00184008_m1 8554 protein inhibitor of activated STAT 1 Proliferacéo celular, coativacédo do AR.

PIAS3 Hs00180666_m1 10401 protein inhibitor of activated STAT 3 Idem ao anterior.

PMEPA1 Hs00375306_m1 56937 prostate transmembrane protein, androgen induced Supressor do AR.

1
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RCHY1 Hs00295839 _m1 25898 ring finger and CHY zinc finger domain containing 1 Inibe supressores tumorais e
oncogenes.

Hs00206829_m1 squamous cell carcinoma antigen recognized by T- Gene antigénico de rejeicado de tumor.
cells 3

SHBG Hs00168927 _m1l 6462 sex hormone binding globulin Transporte de androgénios e

estrogénio.

SOAT1 Hs00162077_m1 6646 sterol O-acyltransferase 1 Catalisa a formacao de ésteres de
colesterol e acidos graxos.

Hs00171942_m1 25803 SAM pointed domain containing ETS transcription Transativador do promoter do gene do
factor PSA.

SRD5A2 Hs00165843 m1 6716 steroid 5 alpha-reductase 2 Idem ao anterior.

STS Hs00165853 m1 412 steroidsulfatase (microsomal), isozyme S Hidrolisa sulfatos de 3-beta-
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hidroxiesteréides, que sdo precursores
estrogénios, androgénios e colesterol.

TGFB1I1 Hs00210887_m1 7041 transforming growth factor beta 1 induced transcript Coativador do AR.

TGMA4 Hs00162710_m1 7047 transglutaminase 4 Promove invasividade e migracéo.

UGT1A8 Hs01592482_m1 54576 UDP glucuronosyltransferasefamily 1 member A8 Transforma pequenas moléculas
lipofilicas em metabdlitos excretaveis
sollveis em agua.

UGT2B15 Hs00870076_s1 7366 UDP glucuronosyltransferasefamily 2 member B15 Metabolismo e eliminacéo de

componentes toxicos

UGT2B7 Hs00426592_m1 7364 UDP glucuronosyltransferasefamily 2 member B7 Idem ao anterior.
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ZMIZ1 Hs00393480_m1 57178 zinc finger MIZ-type containing 1 Coativador do AR
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Justificativa:

As doencas da prostata sdo muito prevalentes e possuem incidéncia
relacionada com o avanc¢o da idade, de forma que a grande parte dos homens
que atingem a expectativa de vida brasileira € acometida. Dentre elas estdo a
hiperplasia prostatica benigna e céncer de prostata, sendo que ambas
apresentam alteracdes do controle do crescimento prostatico. Sabe-se que os
androgénios possuem um papel crucial no desenvolvimento, ha manutencéo e
na regulacdo da glandula prostatica. A sinalizacdo androgénica se da através
do receptor de androgénios, que atua como fator de transcricdo, sendo capaz
de mediar a ativacdo ou repressdo da transcricdo de inimeros genes. Dessa
forma, este receptor apresenta um importante papel na proliferacdo e
diferenciacdo de células prostaticas. Portanto, alteracées na via de sinalizacéo
androgénica podem estar relacionadas com o desenvolvimento da HPB e do
CaP.

O estudo do perfil de expressdo de genes relacionados na via de
sinalizacdo androgénica em CaP e HPB ir4 permitir a identificacdo de genes
diferentemente expressos nesses dois tipos de tumores e um melhor

entendimento acerca da fisiopatologia do CaP.
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Hipoteses:

HO: O CaP e HPB apresentam expressao similar dos genes envolvidos
na via de sinalizacdo do AR que induzem proliferacdo, diferenciacéo celular ou

apoptose.

H1: O CaP e HPB apresentam expressdo diferencial dos genes
envolvidos na via de sinalizacdo do AR que induzem proliferacdo, diferenciacéo
celular ou apoptose. Esta diferenca de expressdo génica esté relacionada a

proliferagcéo celular
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Objetivos:
Objetivo geral:

Avaliar a expresséo génica dos genes envolvidos na via de sinalizagéo do
AR que induzem proliferacdo, diferenciagdo celular ou apoptose em tecido
proveniente de hiperplasia prostatica benigna e cancer de préstata, assim
como, a expressdo proteica de genes diferentemente expressos nos dois

tecidos.

Objetivos especificos:

- Avaliar a expressédo génica dos genes relacionados a sinalizacdo do AR
em HPB e CaP.

- Verificar se existe diferenca no perfil de expressédo génica dos grupos.-
Dos 92 genes avaliados inicialmente, avaliar a expressdo de proteinas de
alguns genes diferentemente expressos entre 0s grupos que evidenciem rotas

sequenciais de sinalizacao.
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Materiais e métodos:

Delineamento do estudo:

Este trabalho consiste em um estudo transversal.

Critérios de Inclusao:

Para o grupo HPB, foram incluidos pacientes provenientes do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com o diagndstico de HPB, volume prostatico
acima de 30g, que ndo possuiam diagndstico de outra neoplasia concomitante
e pacientes submetidos a cirurgia de HPB no HCPA. Para o grupo CaP, foram
incluidos pacientes submetidos a cirurgia por CaP no HCPA, com diagndstico
comprovado por exame anatomopatologico, que ndo estavam fazendo
quimioterapia e que ndo possuiam diagnéstico de outra neoplasia

concomitante.

Os pacientes envolvidos nesta pesquisa foram consultados quanto a
autorizacdo da coleta e utilizacdo do material e concordaram em participar do
estudo assinando o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1 e 2).

Aspectos éticos:

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa do HCPA e
aprovado em seus aspectos éticos e cientificos, sob o namero 15-0191. O
tecido prostatico coletado foi proveniente de material de descarte de pacientes
submetidos as cirurgias para cada diagnoéstico especifico. Os pacientes foram
consultados antes da cirurgia e lhes foi garantido sigilo quanto as informacgdes

obtidas e seu uso foi absolutamente restrito para fins de pesquisa cientifica.
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Obtencé&o das amostras:

As amostras do grupo HPB foram coletadas no transoperatorio, em
condicdes estéreis, das cirurgias de prostatectomia aberta. Durante a cirurgia,
apo0s a retirada do espécime cirdrgico, pequenos fragmentos de tecido
prostatico foram cortados, armazenados em criotubos e congelados

imediatamente em nitrogénio liquido.

As amostra do grupo CaP foram de pacientes submetidos as cirurgias de
prostatectomia radical ou prostatovesiculectomia, sob as mesmas condi¢des
citadas acima. Apés a localizacdo do nddulo tumoral, o urologista cortou um
fragmento deste, que foi armazenado em criotubo e congelado imediatamente
em nitrogénio liquido. Apds o congelamento, os criotubos foram armazenados

em freezer -80°C.

Microdisseccao:

A técnica de microdisseccédo foi utilizada para a separacdo das células
tumorais das amostras de tecido prostatico. A separacao destas células se faz
necessaria, pois células tumorais e células normais podem apresentar padrdes
de expressao génica diferente, o que é possivel ser detectado se as células
forem separadas adequadamente. A mistura dos diferentes tipos celulares
pode alterar os resultados e ocultar sinais das células relevantes para o estudo.
O equipamento PALM MicroBeam consiste em um microscopio acoplado a um
computador que permite a visualizagcdo da amostras, bem como a sele¢cédo das
células de interesse. A separacéo de células e regides de tecidos com precisdo
€ realizada por um laser, que garante a exatiddo e reprodutibilidade de seus
resultados (Zeiss 2015). A identificacdo das regibes a serem dissecadas

correspondentes a carcinoma ou hiperplasia foi realizada por um patologista.
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A técnica foi realizada seguindo as orientagbes do fabricante do
microdissector PALM MicroBeam com algumas modificacdes no protocolo
proposto. O protocolo definido para as amostras prostaticas foi o seguinte:
inicialmente, a amostra foi emblocada com Tissue-Tek O.C.T, composto por
resinas e glicéis solaveis em agua, que fornece uma matriz para as amostras
de tecidos a fresco, facilitando a execucéo de cortes a temperaturas de — 10°C
ou menos, em Criostato, e entédo, foram confeccionados laminas com cortes de
8um de espessura. As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina,
analisadas por um patologista e apds confirmado a presenca das células de
interesse nos cortes, as laminas foram armazenadas em tubos falcons de

50mL e mantidas em gelo seco até o momento da microdisseccao.

O microdissertor possui um laser frio que permite o corte da area e o
armazenamento da amostra na tampa deum microtubo de 0,6mL localizado
sobre a lamina. Para a realizacdo desta técnica, um microtubo contendo o
tampdo PBS na tampa foi acoplado ao braco robd do microscopio. As laminas
foram acomodadas no microdissector e as areas de interesse foram
selecionadas. O corte e armazenamento da amostra foi entdo realizado. O
tempo estimado entre a confeccdo das laminas e a microdisseccao foi de 2
horas para minimizar a degradacdo do RNA, sendo microdissecadas em média

3 laminas por paciente neste periodo de tempo.

Extracdo de RNA total e purificacao:

A extracdo do RNA total foi realizada a partir dos fragmentos
microdissecados, utilizando o RNAqueous®-Micro Total RNA Isolation Kit
(Ambliom) conforme o protocolo do fabricante.Este kit permite a extracéo
do RNA de amostras pequenas e livre de fendis utilizando um método de lise e
desnaturalizacdo baseado em guanidina e tecnologia de separacdo com
membrana de fibra de vidro. Além disso, reagentes de remocdo de DNA

incluidas no kit, permitiram um RNA isolado de alta qualidade.
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Quantificacdo do RNA

A quantificagdo das amostras de RNA foi realizada a partir de 1 pL de
RNA no aparelho NanoDrop.O RNA foi considerado puro quando a razao das
absorbancias 260/280 nm foi superior a 1,6 e proximo de 2, indicando a
auséncia de contaminacdo. A concentracdo de RNA foi calculada com a

seguinte formula: [RNA]=Abs260 x diluicdo x 40 pg/ pL.

Sintese de cDNA:

A sintese do cDNA foi realizada a partir reagentes especificos GoScript™
Reverse Transcription System (Promega) utilizando para tanto ~100ng do RNA
total. Inicialmente,foi adicionado ao RNA o Random Primer e o RNA foi
desnaturado a 70°C por 5 min. Em seguida,foi adicionado a cada amostra um
Mix contendo GoScript™ 5X Reaction Buffer, MgCl2 25mM, PCR Nucleotide
Mix, RecombinatRNasin®, GoScrip™ Reverse Transcriptase (transcriptase
reversa). Entdo, as amostras foram incubadas 25°C 5 min para anelamento e
42°C por 55 min para a extensdo. Depois de transcorrido o tempo de
incubacédo, as amostras foram aquecidas a 70°C por 15 min para a inativacao
da transcriptase reversa. Por fim, as reacfes foram estocadas em freezer -

20°C até a utilizacdo para a reacédo em cadeia da polimerase.

Analise da expressao génica:

A avaliacdo molecular da expressdo de mRNA foi realizada a partir da
técnica da reacdo quantitativa em cadeia da polimerase a partir de transcricéo
reversa em tempo real (RT-qgPCR). Para a realizacdo da técnica foi utilizado o

ensaioTagMan® ArrayHumanAndrogens, onde dos 96 pogos da placa, 92
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apresentam genes associados a via de sinalizagdo androgénica e 4 pocos
apresentam genes para o controle enddgeno.

Para a realizacdo da técnica foram utilizadas 6 placas, uma por paciente.
O cDNA de cada paciente foi diluido na proporcdo 1:10 e foram adicionados
1uL de cDNA diluido por poco, além de 5uL da TagMan® Gene Expression
Master Mix (2X) e 4uL de agua livre de RNAse. O equipamento utilizado foi o
PCR real time StepOne Plus (AppliedBiosystems). As condi¢cdes das reacdes
foram: 50°C por 2 min para ativagdo da AmpErase UNG, 95°C 10 min para a
ativacado da enzima AmpliTag Gold e 45 ciclos continuando a desnaturagéo
95°C por 15 seg, anelamento e extensdo da fita a 60°C por 1 min. Os valores
guantitativos foram obtidos a partir do ciclo limiar (thresholdcycle (Ct)), onde o
aumento do sinal fluorescente foi associado com um aumento exponencial do

produto de gPCR que pbde ser detectado.

Analise da expresséao proteica

A andlise da expressao proteica foi realizada apds analisados os
resultados da expresséo génica. De acordo com os resultados, alguns dos
genes foram escolhidos para a verificacdo da expressao proteica, através da
técnica de imunohistoquimica a partir de tecido da bidpsia fornecidos pelo
servico de patologia do HCPA. Os anticorpos primarios escolhidos foram: AR
diluicdo 1:400 (AR Antibody (C-19) sc-815), BRCAL diluicdo 1:100 (Anti-BRCA1
(Ab-1), US10P92-100UG, (Calbiochem®)e NKX3.1 diluicdo 1:50 (Nkx3.1
Monoclonal Antibody, 35-9700Thermofisher).

Inicialmente, os espécimes foram fixados em formalina e incluidos em
parafina e foram submetidos ao corte histologico em micrétomo regulado para
a espessura de 4 um. Os cortes foram posicionados em laminas previamente
sinalizadas. Para proceder a técnica, as laminas foram aquecidas em estufa a
80°C por uma hora, desparafinizadas com xilol, reidratadas em alcool etilico e

posteriormente em &gua destilada. A recuperacdo antigénica foi realizada em
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banho-maria por uma hora a 95°C no tampao citrato. A atividade de peroxidase
enddgena foi bloqueada com solucdo de peréxido de hidrogénio a 3% em
metanol por 30 minutos. Os cortes foram posteriormente incubados, overnight a
4°C, com os anticorpos primarios definidos. Apés a incubacéo, foi aplicado o
sistema de detec¢do por anticorpo secundéario e a visualizagcdo da reacao foi
obtida com LiquidDab (DAKO, K3468), conforme recomendacdes do fabricante.
ApoOs a visualizacdo, as laminas foram contra-coradas em hematoxilina de
Harris por 1 minuto, os cortes foram desidratados em alcool absoluto e
colocados em xilol para a montagem das laminas em resina do tipo Entellan.
As laminas foram analisadas por um patologista e a porcentagem de células
positivas para a marcagao juntamente com a intensidade de marcacao (+1, +2

ou +3) foi determinada.

Tamanho amostral:

Este trabalho utilizou um método de rastreamento génico (TagMan® Plate
Array, AppliedBiosystems), por isso, o tamanho amostral indicado pelo
fabricante do ensaio foi de 3 (AppliedBiosystems, 2016). Além disso, optou-se
por este tamanho amostral, pois o0 mesmo foi utilizado por Mitkevich e
colaboradores num estudo utilizando o mesmo método de rastreamento
(Mitkevich, Kretova et al. 2013).

Analise estatistica:

Os resultados de expressédo génica foram avaliados quantitativamente
utilizando o software DataAssist™, sendo o gene normalizador escolhido pelo
programa NormFinder. Apos foi avaliado o padrao de distribuicdo dos dados
pelo programa SPSS (Statistical Packages for the Social Sciences), os dados
foram considerados néo-paramétrico. Devido ao pequeno tamanho amostral,
os resultados de expressédo génica nos grupos HPB e CaP foram analisados

pelo teste U de Mann-Whitney, mas optamos por uma analise descritiva
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através dos dados de RQ log 2. Para os resultados de imunohistoquimica
realizamos uma analise descritiva através da interpretacdo das laminas feita

pelo patologista.

Local de realizag&o do projeto:

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Biologia Molecular
Endocrina e Tumoral, lotado no Departamento de Fisiologia, na UFRGS, no
Centro de Terapia Génica, Patologia Experimental e Unidade de Analise
Molecular e Protéica (UAMP), instalados no Centro de Pesquisa no HCPA, que
dispdem da infra-estrutura para a execucao dos procedimentos utilizados neste

projeto.

Fontes de financiamento

Este projeto recebeu recursos financeiros das seguintes agéncias de
fomento: FIPE-HCPA, CNPq, CAPES e FAPERGS.

Descarte de residuos:

ApOs os experimentos, 0s residuos foram acondicionados em sacos
brancos, fechados, lacrados e identificados como residuo biolégico de tamanho
adequado com todas as informagdes requeridas foi entregues ao servico de

coleta competente licitado pela UFRGS.
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Resultados

As caracteristicas principais das amostras estudadas estdo dispostas na
tabela 2. A média de idade (média, desvio padréo) nao foi diferente entre os
grupos, 79,33 (6,42) para o grupo HPB e 71 (6,66) para o grupo CaP(P=0,191.
A média da dosagem sérica de PSA pré-operatorio foi de 25,86 (12,68)ng/dL
no CaP, sendo que ndo foram obtidos os valores do grupo HPB e a média do
peso da prostata foi obtida somente do grupo HPB, sendo esta de 135¢g (50). O
escore de Gleason (avalia a graduacdo histolégica das células tumorais),
estadiamento tumoral (extensdo do tumor)e recidiva bioquimica foram
avaliadas somente no grupo CaP. Das 3 amostras de CaP, 1 (33,3%)
apresentou Gleason 7 (3+4) e 2 (66,6%) amostras apresentaram o Gleason7
(4+3). No entanto, a microdissecc¢éo foi realizada em todas as amostras em
areas em que o Gleason 3 era predominante. Quanto ao estadiamento, 2
(66,6%) amostras foram classificadas como pT3a que indica que o tumor
primario se estende para além da prostata, mas ndo para as vesiculas
seminais e uma amostra (33,3%) apresentou estadiamento pT3b, ou seja, ja se
disseminou para a vesicula seminal. Ja no que se refere a recidiva bioquimica,
nenhum dos pacientes recidivaram, ou seja, apresentaram em 2 dosagens de
PSA pos-operaratorio com valores 20,2 ng/dL apds 6 meses da data da

cirurgia.



Tabela 2. Caracteristicas das amostras do estudo

HPB (n=3) CaP (n=3) Valor- P
Idade (média, desvio) 79,33 (6,42) 71 (6,66) 0,191
PSA pré-operatorio - 25,86 (12,68) -
Peso da pega (g) 135g (50) - -

Escore de Gleason
Gleason 7 (3+4)
Gleason 7 (4+3)

Estadiamento

pT3a

pT3b

Recidiva

Nao

33,3 % (n=1)

33,3 % (n=1)

66,6% (n=2)

66,6% (n=2)

33,3 % (n=1)

100%
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Na figura 7sdo apresentadas as amostras utilizadas no estudo. Na primeira

coluna, encontram-se as amostras do grupo HPB e na segunda coluna estao

representadas as amostras do grupo CaP. Essas amostras

foram

microdissecadas sendo utilizadas no estudo somente as células epiteliais da

camada luminal e basal (demarcadas pelas setas) que compdem a glandula

prostética hiperplasica e as células luminais (demarcadas pelas setas) que

compdem a glandula tumoral. Foram utilizadas somente células epiteliais, pois

o CaP acontece nesse tipo celular, e portanto, com a microdisseccdo €

possivel a obtencdo de uma amostra homogénea e pura 0 que da mais

credibilidade aos resultados.
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Figura 7. Laminas de HE das amostras do estudo. Em A, B e C amostras de HPB e
em D, E e F amostras de CaP. As setas indicam as células epitelias que foram
isolados das células estromais e utilizadas no trabalho.

Dentre o0os 96 genes analisados no ensaio TagMan®
ArrayHumanAndrogens, possuiamos 4 genes candidatos a normalizadores.
Estes genes sdo assim chamados, pois tendem a apresentar expressao
constante em todos os tecidos e estagios de desenvolvimento, ndo sendo
afetados por condicbes experimentais. O teste para identificar qual o melhor
candidato a normalizador foi realizado através do algoritmo NormFinder, que
calcula o valor de estabilidade para cada candidato a normalizador, testados
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dados em um conjunto de amostras contendo qualquer nimero de amostras. A
estabilidade dos genes é apresentada como valor de estabilidade e os genes
gque possuem menor valor sdo 0s que possuem maior estabilidade na
expressdo. Assim, conforme o resultado obtido em nosso estudo, 0 gene que
apresentou a maior estabilidade na expressédo foi o gene GAPDH (0,014),
seguido dos genes GUSB (0,042) e 18s (0,060) (Tabela 3). Além disso,
optamos por usar o gene GAPDH como normalizador, pois este é descrito por
Mori e colaboradores como um bom gene de referéncia em estudos de
expressdo génica de CaP (Mori, Wang et al. 2008). O gene HPRT néo
apresentou expressdo em algumas amostras do estudo; portanto, foi

desconsiderado para esta analise.

Tabela 3. Valor de estabilidade de genes candidatos a hormalizadores apresentado
pelo programa NormFinder.

Gene ID gene Nome do gene Valor de estabilidade
GAPDH 2597 glyceraldehyde-3-phosphate 0,014
dehydrogenase
GUSB 2990 glucuronidase beta 0,042
18s 18S ribosomal RNA 0,060

Apoés escolhido o gene normalizador, as amostras de ambos 0s grupos
amplificadas através da técnica de RT-gPCR foram analisadas através do
software DataAssist™. Dos 92 genes analisados no ensaio, 17 apresentaram
expressdo somente no grupo CaP, sendo eles AlG1, APPL1, BRCA1, BRCA2,
CDC25B, ESR2, HSD17B3, HSD17B8, IL8, MED17, MED24, PAK6, PIM1,
POR, SHH, SOAT1, WDR19. Todos estéo representados na Tabela 4.
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Tabela 4. Genes com expressédo somente no grupo CaP

Gene Gene Nome do gene
ID
AlG1 51390 Androgeninduced 1

APPL1 26060 Adaptor protein, phosphotyrosine interacting with PH
domain and leucine zipper 1

BRCA1 672 BRCAL, DNA repairassociated
BRCAZ2 675 BRCAZ2, DNA repair associated
CDC25B 994 Celldivisioncycle 25B
ESR2 2100 Estrogen receptor 2
HSD17B3 3293 Hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 3
HSD17B8 7923 Hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 8
IL8 3576 C-X-C motif chemokine ligand 8
MED17 9440 Mediator complex subunit 17
MED24 9862 Mediator complex subunit 24
PAKG6 56924 p21 (RAC1) activated kinase 6
PIM1 5292 Pim-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase
POR 5447 Cytochrome p450 oxidoreductase
SHH 6469 Sonichedgehog
SOAT1 6646 Sterol O-acyltransferase 1
WDR19 57728 WD repeatdomain 19

Um total de 47 genes apresentaram expressdo em ambos 0S grupos,
sendo possivel a realizacdo de uma analise comparativa da expressado génica
a partir dos valores de 2A¢t para obtencdo do FoldChange (RQ). Destes 47
genes, 7 (MED13, SPDEF, RDH11, CALR, NKX3-1, KLK4 e PMEPA1)
apresentaram expressao maior no grupo CaP quando comparado ao grupo
HPB, sendo que nenhum deles apresentou diferenca estatistica significativa.
Os outros 40 genes apresentaram expressdo diminuida no grupo CaP quando
comparado ao grupo HPB. Os resultados estdo apresentados como RQ log 2
na Tabela 5, sendo os valores positivos indicativos da expresséo elevada dos
genes no grupo CaP em relacdo ao grupo HPB e os valores negativos da
expressao reduzida dos genes no grupo CaP em relacdo ao grupo HPB, sendo

a significancia exata P>0,05 em todos 0s casos.



53

Tabela 5. Expresséo génica no tecido tumoral em relacdo ao tecido hiperplasico

Gene Gene Nome do gene RQ log2 P
ID value
HSD11B1 3290 hydroxysteroid 11-beta dehydrogenase 1 -25,4289 0,100
TGFB1I1 7041 transforming growth factor beta 1 induced -18,5435 0,100

transcript 1
BCL2 596 BCL2, apoptosis regulator -16,2258 0,100
UGT2B17 7367 UDP glucuronosl transferasefamily 2 member B17 -15,3562 0,100
SRY 21674 sex determining region of Chr Y -15,0136 0,100
UGT2B15 7366 UDP glucuronosyltransferasefamily 2 member B15 -14,3647 0,100
MED1 5469 Mediator complex subunit 1 -13,4803 0,100
RCHY1 25898  ring finger and CHY zinc finger domain containing 1 -12,8341 0,100
PA2G4 5036 proliferation-associated 2G4 -12,5631 0,100
KAT2B 8850 lysineacetyltransferase 2B -10,5624 0,100
FOXO3 2309 forkhead box O3 -9,63124 0,100
MED14 9282 mediatorcomplexsubunit 14 -7,68913 0,100
Sumo1 7341 small ubiquitin-likemodifier 1 -6,82686 0,100
PIAS2 9063 protein inhibitor of activated STAT 2 -6,69756 0,100
CALCOCO 57658 calcium binding and coiled-coil domain 1 -6,34006 0,100
1
HSD17B6 8630 hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 6 -6,20473 0,400
DAXX 1616 Deathdomainassociatedprotein -6,0203 0,100
MED4 29079 mediatorcomplexsubunit 4 -5,93316 0,200
PARK?7 11315 Parkinsonismassociateddeglycase -5,58457 0,400
PATZ1 23598 POZ/BTB and AT hook containing zinc finger 1 -5,44871 0,400
NR2C1 22025 nuclear receptor subfamily 2, group C, member 1 -5,16251 0,100
TMPRSS2 7113 transmembrane protease, serine 2 -4,76088 0,400
PIAS1 8554 protein inhibitor of activated STAT 1 -4,72213 0,400
AR 367 androgen receptor -4,5697 0,100
MED12 9968 mediatorcomplexsubunit 12 -4,44827 0,100
SCARB1 20778 scavenger receptor class B, member 1 -4,29131 0,700
PART1 25859 prostateandrogen-regulatedtranscript 1 -4,18247 0,400
PIAS3 10401 protein inhibitor of activated STAT 3 -4,04557 0,700
NSD1 64324 nuclear receptor binding SET domain protein 1 -3,69758 1,000
MED16 10025 mediatorcomplexsubunit 16 -3,23784 0,700
AOF2 5724032 Amineoxidoreductase -3,22591 0,700
ZMIz1 57178 zinc finger MIZ-type containing 1 -3,21401 0,700
NCOA1l 8648 nuclear receptor coactivator 1 -2,60651 1,000
MYST2 425530 MYST histoneacetyltransferase 2 -2,37095 0,700
IGFBP5 3488 insulin like growth factor binding protein 5 -2,33137 0,700
SART3 9733 squamous cell carcinoma antigen recognized by T- -1,92669 0,700
cells 3

CREBBP 1387 CREB bindingprotein -1,19183 0,700

TGIF1 7050 TGFB inducedfactorhomeobox 1 -0,93649 1,000
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CLDN3
FKBP4
MED13
SPDEF

RDH11
CALR
NKX3-1

KLK4
PMEPA1

1365 claudin 3 -0,64082
2288 FK506 bindingprotein 4 -0,19198
9969 mediatorcomplexsubunit 13 0,210882
25803 SAM pointed domain containing ETS transcription 1,072376
factor
51109 retinol dehydrogenase 11 (all-trans/9-cis/11-cis) 2,367119
811 Calreticulin 3,855246
724098 nkhomeobox 3 3,86203
2
9622 Kallikrein related peptidase 4 3,867695
56937 prostate transmembrane protein, androgen induced 5,55736
1

A figura 8 mostra os mesmos resultados de expressao génica por RG
log,2, sendo novamente os valores positivos considerados como expressao
maior no grupo CaP em relagdo ao grupo HPB e os valores negativos
expressédo menor no grupo CaP em ralagéo ao grupo HPB.

Dentre estes 47 genes, encontramos 0 AR, gene mais envolvido no
desenvolvimento tumoral. Os resultados de expressdo deste gene mostram a
expressdo diminuida deste gene no grupo CaP em relacdo ao grupo HPB.
Mesmo esta expressdo ndo sendo estatisticamente significativa, este resultado
pode ser esperado pelo que ja é descrito na literatura de mutagdes no AR e por
mecanismos que interferem na sinaliza¢do do AR a fim de conter a progressao
tumoral. Os demais genes também nédo apresentaram diferenca significativa, o
que provavelmente se da devido ao pequeno numero amostral. No entanto, foi
possivel ter uma ideia de como estes genes se apresentam em ambos 0S

grupos.

0,700
1,000
1,000
0,700

1,000
0,400
0,700

1,000
1,000
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Figura 8. Resultado da expressao génica apresentados em RQlog2 Os valores negativos representam expressao reduzida no grupo CaP em
relacdo ao grupo HPB e as valores positivos representam expressdo aumentada no grupo CaP em relag&o ao grupo HPB.
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Além disso, encontramos alguns genes que nao apresentaram uma
expressdo homogénea em nenhum dos grupos, ou seja, a expressao até foi
registrada; no entanto, ndo em todas as amostras do grupo. Assim, nao foi
possivel analisar a expressdo das mesmas. Estes genes estéo identificados na
tabela 6.

Tabela 6 Genes que nao foi possivel realizar analise estatistica

Gene Gene Nome do gene
ID

ESR1 2099 estrogen receptor 1
IL6 3569 interleukin 6
NCOA2 10499 nuclear receptor coactivator 2
NCOA4 8031 nuclear receptor coactivator 4
PDS5B 23047 PDS5 cohesin associated factor B
SRD5A1 6715 steroid 5 alpha-reductase 1
SRD5A2 6716 steroid 5 alpha-reductase 2

Do mesmo modo, encontramos a auséncia de expressdo de alguns
genes nos grupos estudados, como exemplo o HSD3B1 ja descrito na literatura
como ausentes em tecido prostatico. Além disso, € possivel que alguns
possam ser expressos, mas em uma quantidade tdo reduzida que nao foi
possivel fazer a amplificacdo génica através da técnica. Estes genes estdo

descritos na tabela 7.

Tabela 7Genes que nio apresentaram expressdo em ambos 0s grupos

Gene Gene ID Nome do gene
AKR1C4 1109 aldo-keto reductase family 1 member C4
BMX 660 BMX non-receptor tyrosine kinase
CRISP1 167 cysteine rich secretory proteinl
CYP11A1 1583 cytochrome P450 family 11 subfamily A member 1
CYP11B1 1584 cytochrome P450 family 11 subfamily B member 1
CYP19A1 1588 cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1
CYP21A1 cytochrome P450 family 21 subfamily A member 1
DHRS9 10170 dehydrogenase/reductase 9
FGF8 2253 fibroblast growth factor 8
GPX5 2880 glutathione peroxidase 5
GRP 2922 gastrin releasing peptide
HSD3B1 3283 hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and
steroid delta-isomerase 1
IL4 3565 interleukin 4
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INFG 3458 interferon gamma

SHBG 6462 sex hormone binding globulin
STS 412 steroidsulfatase (microsomal), isozyme S
SPAG11B 10407 sperm associated antigen 11B
TGM4 7047 transglutaminase 4

UGT1AS8 54576 UDP glucuronosyltransferase family 1 member A8

UGT2A1 10941 UDP glucuronosyltransferase family 2 member Al
complex locus

UGT2B7 7364 UDP glucuronosyltransferase family 2 member B7

Dos genes que apresentaram expressao somente no grupo CaP e os
que foram possiveis de serem analisados, criamos uma rede de interagcdo
proteica através do software STRING: functional protein association networks.
Neste é possivel a criacdo da rede de acordo com dados de revisdes,
experimentos, bancos de dados, co-expressao, vizinhanca, fusdo de genes e
co-ocorréncia arquivados no PubMed. A espessura das linhas indica a forca de
suporte dos dados e o score minimo requerido de interacdo escolhido foi de
média confianca (0.400), sendo os demais scores também presentes na rede,
alta confianca (0.700) e altissima confianca (0.900). Referente ao tamanho dos
nodos representados, 0s nGs pequenos representam proteinas que ainda nao
tem a estrutura 3D identificada e 0s nds grandes proteinas que ja apresentam a
estrutura 3D identificada. As interacdes mostradas na figura 9) estéo
organizadas em clusteres de acordo com as funcdes destes genes, em A,
encontramos enzimas que participam do metabolismo dos androgénios; em B,
proteinas que atuam como fatores de transcricdo; em C, proteinas que atuam
como reguladores negativos da proliferacdo celular; em D,a proteina CLDN3
que participa do processo de tumorigénese e invasdo; em E, proteinas que
atuam como reguladores positivos da proliferacdo celular; em F, coativadores
do AR; em G, correpressores, em H, proteinas envolvidas na reproducéo
masculina, em |, mediadores da resposta imune; em J, proteinas codificadas

por genes regulados pelo AR e em K, receptores hormonais.
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Figura 9.Rede de proteinas construida pelo programa String, separados de acordo com a funcdo. A)enzimas que participam do metabolismo dos
androgénios; B) moduladores da transcricdo; C,reguladores negativos da proliferacdo celular; D,tumorigénese e invasdo;E) reguladores positivos da
proliferacédo celular; F) coativadores do AR; G) correpressores; H)reprodu¢do masculina; 1) mediadores da resposta imune; J)genes regulados pelo AR; K)
receptores hormonais. A espessura das linhas indica o} nivel de confianca das interacdes.
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Apresentando os resultados obtidos de expressédo génica de acordo com
a funcdo dos genes demonstrada na figura 6, dos genes que codificam
enzimas que participam de alguma forma no metabolismo de androgénios, 4
(18%) genes foram expressos somente no grupo CaP sendo eles POR,
SOAT1, HSD17B3 e HSD17B8, 5 (23%) genes apresentaram menor expressao
no grupo CaP (HSD11B1, HSD17B6,SCARB1,STS, UGT2B15 E UGT2B17), 2
(9%) genes néo tiveram expressao analisada devido a auséncia de expressao
em todas as amostras dos grupos (SRD5A1 e SRD5A2) e 11 (50%) dos genes
nao apresentaram expressdo em nenhum dos grupos (AKR1C4, CYP11A1,
CYP11B1, CYP19Al1, CYP21A2, DHRS9, HSD3B1, UGT1A8, UGT2Al e
UGT2B7) (Figura 10).

Enzimas metabolismo de
androgénios

B Somente no grupo CaP
B Maior no CaP

Menor no CaP
B N3o analisado

B Nao expresso

Figura 10. Enzimas do metabolismo de androgénios. Expressdo de genes
relacionados ao metabolismo de androgénios, em azul escuro genes expressos
somente no grupo CaP, em verde genes com menor expressao no grupo CaP, em
roxo genes ndo analisados e em azul claro genes nao expressos em nenhum dos
grupos.

Dentre 0s genes que participam da modulagdo da transcricdo génica,
analisamos genes que sdo responsaveis no recrutamento da maquinaria da

transcricdo génica, como também genes que promovem a acetilacdo de
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histonas. Dos 10 genes analisados, 2 (20%) apresentaram expressao somente
no grupo CaP (MED17 e MED24), 1 (10%) gene apresentou expressao maior
no grupo CaP (MED13) e 7 (70%) apresentaram expressao em ambos os
grupos, sendo esta expressao menor no grupo CaP (AOF2, MED1, MED12,
MED14, MED16, MED4 e MYST2) (Figl1l).

Modulagao transcri¢ao génica

B Somente no grupo CaP
W Maior no CaP

Menor no CaP

W Nadoanalisado

L 70% B N3o expresso

Figura 11. Modulag&o da transcricdo génica. Expressdo de genes que participam da
modulacéo da transcricdo génica. Em azul escuro genes expressos somente no grupo
CaP, em vermelho genes com maior expressdo no grupo CaP e em verde genes com
menor expressdo no grupo CaP,

Dos genes responsaveis em promover a regulacdo da proliferacédo celular
analisamos genes que favorecem a proliferacdo (regulacdo positiva) e genes
gue controlam negativamente a proliferacdo celular (regulacdo negativa).
Dentre os 9 genes que promovem a regulacdo negativa, 4 (45%) genes
apresentaram expressao somente no grupo CaP (APPL1, BRCA1, BRCA2 e
WDR19), 1 (11%) gene apresentou expressao maior no grupo CaP (NKX3-1), 3
(33%) genes apresentaram expressdo menor no grupo CaP (FOXOS3, IGFBP5
e SUMO1) e 1 (11%) gene néo foi analisado (PDSB5) (Fig 12). J& dentre os 10
reguladores positivos da proliferacao celular, 2 (20%) foram expressos somente
no grupo CaP(CDC25B e PIM1), 1 (10%) teve maior expressao no grupo CaP
(KLK4), 6 (60%) genes tiveram menor expressao no grupo CaP (BCL2, DAXX,
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PARK7, RYCH1, TGIF E TMPRSS2) e 1 (10%) gene nédo teve expressdo em
nenhum dos grupos (GRP) (Figura 13).

Regula¢ao negativa da proliferacao

B Somente no grupo CaP
W Maior no CaP

H Menor no CaP

B N3o analisado

B Ndo expresso

Figura 12. Regulacdo negativa da proliferacdo. Expressdo de genes que atuam na
regulacé@o negativa da proliferacéo celular. Em azul escuro genes expressos somente
no grupo CaP, em vermelho genes com maior expressao no grupo CaP, em verde
genes com menor expressao no grupo CaP e em roxo genes ndo analisados.

Regulacao positiva da proliferacao

M Somente no grupo CaP
W Maior no CaP
= Menor no CaP
B N3oanalisado

m Nao expresso

Figura 13. Regulacdo positiva da proliferacdo. Expressdo de genes que atuam na
regulacé@o positiva da proliferacdo celular. Em azul escuro genes expressos somente
no grupo CaP, em vermelho genes com maior expressdo no grupo CaP, em verde
genes com menor expressao no grupo CaP e em azul claro genes nao expressos em
nenhum dos grupos.
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Dos genes que codificam proteinas que estdo envolvidas com
diferenciacéo, tumorogenicidade e invasdo, 1(25%) teve expressao menor no
grupo CaP (CLDN3) e 3 (75%) genes nao foram expressos em nenhum dos
grupos (BMX, FGF8 e TGM4) (Figura 14).

Diferencia¢ao, tumorogenicidade e
invasao

m Somente no grupo CaP
W Maior no CaP

Menor no CaP
W Nao analisado

B Nao expresso

Figura 14. Diferenciagdo, tumorogenicidade e invasdo. Expressdo de genes que
atuam na diferenciacdo, tumorogenicidade e invasdo celular. Em verde genes com
menor expressao no grupo CaP e em azul claro genes ndo expressos em nenhum dos
grupos.

Os genes que codificam proteinas que sdo consideradas coativadoras do
AR, 12 (86%) genes tiveram expressao menor no grupo CaP quando
comparado a HPB (CALCOCO1, CREBBP, FKBP4, KAT2B, NCOA1, NCOAZ2,
NCOA4, PIAS1, PIAS2, PIAS3, TGFB1I1, ZMIZ1, NSD1) e 2 (14%) dos genes
nao foram analisados (NCOA2, e NCOA4) (Figura 15). Dos 5 genes
considerados inibidores do AR ou de genes regulados pelo AR, 1 gene (20%)
apresentou expressdo somente no grupo CaP (PAK®6), 2 (40%) apresentaram
expressdo maior no grupo CaP (CALR e PMEPA) e 2 (40%) apresentaram
expressao menor no grupo CaP (PA2G4 e PATZ1) (Figura 16).
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Coativador do AR

M Somente no grupo CaP
W Maior no CaP
W Menor no CaP
H Naoanalisado

B N3oexpresso

Figura 15.Coativadores do AR. Expressdo de genes considerados coativadores do
AR. Em verde genes com menor expressao no grupo CaP e em roxo genes nao
analisados.

Inibidor do AR e de genes regulados
pelo AR

m Somente no grupo CaP
W Maior no CaP

= Menor no CaP

W Ndoanalisado

W Ndo expresso

Figura 16.Inibidores do AR e de genes regulados pelo AR. Expressdo de genes
inibidores do AR ou inibicdo de genes regulados pelo AR. Em azul escuro genes
expressos somente no grupo CaP, em vermelho genes com maior expresséo no grupo
CaP e em verde genes com menor expressao no grupo CaP.

JA dos genes que apresentam expressao regulada pelo AR e
androgénios, 1 gene (25%) foi expresso somente no grupo CaP (AIGl), 2
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genes (50%) tiveram expressdo maior no grupo CaP (RDH11l e SPDEF) e 1
(25%) gene teve expressao menor no grupo CaP (PART1) (Figura 17).

Genes regulados por androgénios

M Somente no grupo CaP
B Maior no CaP

I Menor no CaP
mNdoanalisado

m Nao expresso

Figura 17. Genes regulados por androgénios.Expressdo de genes regulados por
androgénios. Em azul escuro genes expressos somente no grupo CaP, em vermelho
genes com maior expressao no grupo CaP e em verde genes com menor expressao
no grupo CaP.

No ensaio estdo presentes 5 genes que sao classificados por ter funcdes
no desenvolvimento e na reproducdo masculina. Destes apenas 1 (20%) gene
foi expresso somente no grupo CaP (SHH), 1 gene (20%) teve expressao
menor no grupo CaP (SRY) e 3 (60%) genes nao foram expressos em nenhum
dos grupos (CRISP1, GPX5, SPAG11B) (Figura 18).
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Fungoes na reproducao masculina

B Somente no grupo CaP
B Maior no CaP

m Menor no CaP

B N3o analisado

B Ndo expresso

Figura 18.Funcdes na reproducdo masculina. Expressdo de genes com func¢des na
reproducdo masculina. Em azul escuro genes expressos somente no grupo CaP, em
verde genes com menor expressdo no grupo CaP, em azul claro genes ndo expressos
em nenhum dos grupos.

Dentre os genes que tem papel na resposta imune 1(20%) gene foi
expresso somente no grupo CaP (IL8), 1(20%) gene teve expressao menor no
grupo CaP (SART3), 1 gene (20%) nao foi analisado (IL6) e 2 (40%) genes néo
foram expressos (INFG e IL4) (Figura 19). Dos genes que codificam proteinas
receptoras, 1 (25%) gene foi expresso somente no grupo CaP (ERS2), 2 (50%)
genes tiveram menor expressao no grupo CaP (AR E NR2C1) e 1 (25%) gene
ndo foi analisado (ERS1) (Figura 20). Por fim, o gene SHBG, proteina ligadora
de hormébnio presente na categoria “outra” ndo apresentou expressao em

nenhum dos grupos.
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Resposta imune

M Somente no grupo CaP
B Maior no CaP
= Menor no CaP
B Ndoanalisado

B N3o expresso

Figura 19.Resposta imune.Expressdo de genes envolvidos na resposta imune.Em
azul escuro genes expressos somente no grupo CaP, em verde genes com menor
expressdo no grupo CaP, em roxo genes néo analisados e em azul claro genes ndo
expressos em nenhum dos grupos.

Receptores

W Somente no grupo CaP
B Maior no CaP
m Menor no CaP
B N3oanalisado

m Nao expresso

Figura 20. Receptores. Expresséo de genes que codificam receptores.Em azul escuro
genes expressos somente no grupo CaP, em verde genes com menor expressao no
grupo CaP e em roxo genes nado analisados

A mensuracdo da expressdo proteica foi realiada através da técnica de
imunohistoquimica para as seguintes proteinas: AR, BRCALl e NKX3-1. A
analise descritiva (Tabela 8) mostra que a 26% das células hiperplasicas do
grupo HPB apresentaram positividade para o AR no nucleo com intensidade +1
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e 50% do citoplasma destas células apresentou positividade com intensidade
+2. No grupo CaP, 7% das células tumorais apresentaram positividade para o
AR com intensidade de +1 e 60% das células apresentavam AR no citoplasma
celular com intensidade +2, ou seja a porcentagem de nucleos corados reduziu
no grupo CaP em relacdo ao grupo HPB e a porcentagem de citoplasmas
corados aumentou no grupo CaP (Figura 22). Em relagcédo ao anticorpo BRCA1
identificamos poucas células coradas sendo 7% de células de HPB contendo o
ndcleo com intensidade +1 e citoplasma ausente, e 10% das células tumorais
contendo coloracao citoplasmatica +1 e auséncia de marcacao nuclear (Figura
23).No caso do anticorpo NKX3-1 os resultados foram semelhantes, a
porcentagem de nucleos corados com intensidade +2 em HPB foi de 70%,
enquanto no CaP foi de 60%. No citoplasma, a intensidade da coloragéo foi de
+1 em ambos o grupos sendo presente em 30% das células hiperplasicas e
76% das células tumorais (Figura 24). Além disso, foi avaliada a interacdo
destas trés proteinas através do programa String (Figura 21) e notou-se que ha
interacdo entre estas proteinas sendo o nivel de confianca para estas

interacdes altissimo.

Tabela 8. Relacdo da porcentagem de células coradas no grupo HPB e CaP
com a intensidade da coloragéo.

Anticorpos HPB CaP
Nucleo Citoplasma Nucleo Citoplasma
AR 26% (+1) 43% (+2) 7% (+1) 60% (+2)
BRCA1 7% (+1) Ausente Ausente 10% (+1)
NKX3-1 77% (+2) 30% (+1) 60% (+2) 76%(+2)
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Figura 21. Rede das proteinas escolhidas para a mensuragao da expressao proteica
através de imunohistoquimica. A linha entre as proteinas indicam que estas interagem
e a confianca para esta informacdao é altissima.
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Figura 22. Imunohistoquimica de AR demonstrando que o percentual nuclear positivo
€ maior no grupo HPB com intensidade +1(A) e percentual citoplasmatico positivo com
intensidade +2 € maior no grupo CaP(B).
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Figura 23. Imunohistoquimica de BRCA1 demonstrando poucos nucleos positivos em
HPB(A) e positividade citoplasmatica em CaP(B).
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Figura 24.Imunohistoquimica de NKX3-1 demonstrando que o percentual nuclear
positivo € maior no grupo HPB com intensidade +2(A) e percentual citoplasmético
positivo € maior no grupo CaP sendo este de intensidade +2 enquanto a intensidade
enquanto a intensidade de coloracdao em HPB é +1(B).



72

Discussao

O desenvolvimento de doencas que acometem a préstata tem sido
associado ao eixo de sinalizagdo androgénica, o qual dependente do AR e dos
niveis de androgénios circulantes. O mecanismo de acdo dos androgénios em
seus tecidos alvo é bastante complexo, no qual a ativacdo do receptor de
androgénios induz eventos proliferativos e angiogénicos, mas por outro lado,
pode induzir eventos apoptéticos. Um dos principais efeitos dos androgénios
em células sensiveis ao hormbénio € um aumento na atividade de cinases
dependentes de ciclinas e a estimulacdo para as células entrarem na fase S do
ciclo celular, induzindo, assim, a proliferacdo celular (Ntais, Polycarpou et al.
2003). Estudos envolvendo a expressdao e funcdes do AR e seus
correguladores em HPB e CaP ainda séo bastante controversos. A utilizacédo
de diferentes protocolos para andlise das vias de sinalizacdo do AR podem
levar a essas controvérsias. Um exemplo € a utilizacdo de amostras de tecido
prostético contendo todos os tipos celulares da prostata, e areas contendo HPB
e/ou cancer, o que pode gerar resultados inespecificos. Considerando que o
carcinoma prostatico € predominantemente de origem epitelial e a prostata
contem diferentes tipos celulares, neste trabalho optamos por utilizar o método
de microdisseccédo a laser, com a identificacdo de areas especificas de CaP e
HPB, por um patologista, para realizar um rastreamento na via de sinalizagao
androgénica, procurando identificar com alto grau de especificidade, genes

diferentemente expressos nessas doencas.

Sabe-se que no desenvolvimento normal da préstata, a acdo AR é
essencial para a manutencdo e diferenciacdo; contudo, no CaP, o AR adota
um papel mais mitogénico no epitélio canceroso, ativando a proliferacéo
autologa e prevenindo a morte celular. Estudos demonstram a associacao
entre diminuicdo de AR, a progressao da CaP e pior progndstico (Leach, Need
et al. 2014). Além disso, o aumento da atividade do AR em CaP esta associado
a mutacdes ou amplificacbes génicas, mas a incidéncia destes processos €
baixa em CaP primario. Ainda, o aumento da expressdo de AR no epitélio
prostatico de camundongos transgénicos induz a hiperplasia epitelial e

posteriormente a areas focais de neoplasia intraepitelial (Ricciardelli, Choong et



73

al. 2005). Assim, acredita-se que o aumento da expressdao do AR mantém a
diferenciacdo prostatica durante HPB, e por algum evento, ainda né&o
esclarecido, ocorre uma alteracéo na via de sinalizagdo do AR que favorece o
crescimento neoplasico da prostata. Com o avanco da idade ocorrem
alteracdes nos niveis hormonais de testosterona circulante e este desbalanco
esta associado ao desenvolvimento de doencas prostaticas(Berry, Coffey et al.
1984). Um dos tratamentos para reducdo na proliferacdo prostatica € a
utilizacdo de farmacos anti-androgénios como a finasterida que age sob enzima
5-a-redutase, inibindo a conversao de testosterona em DHT (Berry, Coffey et al.
1984), e consequentemente, desacelerando a proliferacdo prostatica.

Os pacientes do nosso estudo que faziam parte do grupo HPB faziam o
uso de finasterida. No entanto, a reduzida expresséo de AR no grupo CaP em
relacdo ao grupo HPB, explica-se devido outras vias de ativacdo que
favorecem e mantém a elevada a expressdo deste receptor no grupo HPB,
como amplificacdo ou mutacbes do gene AR, expressdo de coativadores e
correpressores, sintese intacrina de androgénios e ativagcdo alternativa por
sinalizagdo dependente de tirosina cinase (Caffo, Maines et al. 2016). Ainda, é
possivel verificar nos resultados de imunohistoquimica que a porcentagem de
células positivas para o AR no ndcleo é maior na HPB, ou seja, 0 receptor
apresenta-se no seu estado ativo exercendo sua funcdo no ndcleo. A
expressdo génica diminuida do AR encontrada em células epiteliais tumorais
no nosso trabalho, também foi descrita por Hillebrand et col. (resultados ndo
publicados) em amostra de tecido prostatico contendo células epiteliais e
estromais (Hillebrand 2013). Mesmo diminuida, nosso resultado de expressao
génica demonstram a presenca de expressao deste receptor no grupo CaP, e
os resultados de imunohistoquimica demonstram que esta proteina esta
localizada principalmente no citoplasma das células. A presenca do AR no
citoplasma € esperada na auséncia de ligante, o qual € o sinal regulador para a
translocacdo do AR para o nucleo (Sc, Jm et al. 2016), assim, o0 AR no grupo
CaP deve estar em seu estado inativo, devido a sua localizag&o. Acredita-se
que este receptor ndo esteja exercendo seu papel na via de sinalizacdo

androgénica de forma tdo exarcebada, o que é possivel devido a algum efeito
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repressor de correguladores do AR, supressores tumorais, na tentativa de

reverter o processo tumoral ja que estudamos CaP primario.

Agrupando os demais genes do estudo de acordo com a funcéo, dos
genes estudados que codificam enzimas que estdo de alguma forma ligadas ao
metabolismo de androgénios, encontramos 4 enzimas expressas somente no
grupo CaP, sendo elas: HSD17B3, HSD17B8, SOAT1 e POR. A enzima
citocromo redutase P450 (POR) esta envolvida no metabolismo de drogas e de
horménios esteroides, ou seja, atua na metabolizacdo de hormonios
androgénicos (Burkhard, Parween et al. 2016). A auséncia desta enzima no
grupo HPB pode favorecer a permanéncia dos niveis de horménios no tecido,
enquanto a presenca desta enzima somente no grupo CaP, pode, por sua vez,
favorecer a metabolizacdo dos androgénios e reducao dos niveis dos mesmos
no ambiente tumoral. Ja HSD17B é uma enzima que catalisa a oxirreducao do
grupo hidroxil de androgénios e estrogénios e regula a disponibilidade
intracelular de hormonios esterdides. O tipo 8, HSD17B8 converte estradiol em
estrona, como também converte testosterona, 5a-dihidrotestosterona e 5-
androstene3b,17b-diol no correspondente 17-ketoesteroide. A expressdo de
HSD17B8 ja foi detectada abundantemente em prOstata, placenta e rim
(Rotinen, Celay et al. 2009). Ja o tipo 3 (HSD17B3) catalisa a conversdo da
androstenediona no metabolito mais ativo testosterona que € essencial para o
desenvolvimento da prostata. Assim, a elevada expressdo destas enzimas
POR,HSD17B3, HSD17B8pode estar relacionada a dependéncia androgénica
do tumor prostatico e a manutencdo dos niveis deste hormdnio no
microambiente tumoral. Quanto a isoforma HSD17B6 desta familia,

encontramos expresséo reduzida no grupo CaP.

Outro gene expresso somente em CaP foi o gene que codifica a enzima
SOATL. Esta também tem acdo sobre lipideos, pois catalisa a formacéo de
esteres de colesterol e de acidos graxos de cadeia longa, deixando-os mais
sollveis para o armazenamento de colesterol no interior do citoplasma celular.
Assim, SOAT1lesta presente na maioria dos tecidos, sendo a principal

expressdo no figado adulto (Pramfalk, Davis et al. 2005). Em células
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prostaticas, a expressdo o de SOAT1 é induzida por acidos graxos e a
estimulacdo androgénica em ceélulas de CaP estad correlacionada com o
acumulo de triglicerideos e ésteres de colesterol. Portanto, acredita-se que 0s
androgénios possuem um papel significativo no aumento da lipogénese (Locke,
Wasan et al. 2008)

Dos demais genes analisados, 5 apresentaram expressao reduzida no
grupo CaP em relacdo ao grupo HPB, séo eles HSD11B1, HSD17B6, SCARB1,
UGT2B15 e UGTB17. O gene HSD11B1 codifica uma enzima que converte a
cortisona inativa em cortisol. Esta é amplamente expressa e, embora
bidirecional, in vivo, ela funciona predominantemente como uma oxirreductase,
gerando o glucocorticoide ativo. Os glicocorticoides tém sido descritos como
benéficos no tratamento de canceres, embora o tratamento prolongado seja
associado a outras malignidades. A exposi¢cao do CaP a glicocorticoides, como
a dexametasona, induz a regulacdo negativa de fatores pro-angiogénicos como
VEGF e IL8 (Gathercole, Lavery et al. 2013). Assim, a baixa expressdo de
HSD11B1, estd acompanhada da expressao de IL8 exclusiva no grupo CaP e a
reducdo desta enzima que gera glicocorticoides ativos pode, por sua vez,

favorecer a promocéao tumoral.

Ja o gene SCARBI1 tem participacdo no metabolismo do colesterol,
precursor dos hormdnios esteroides. Sabe-se que o colesterol tem participacdo
na proliferacdo, migracédo e sobrevivéncia, permitindo a progresséo tumoral. A
enzima codificada por SCARB1 desempenha um papel essencial na regulacao
da via de transporte reverso do colesterol, que promove a remogao e excrecao
do excesso de colesterol corporal. A expressdo elevada de SCARB1 em
amostras de tecido prostatico tumoral evidéncia o aumento da malignidade e
crescimento tumoral independente de androgénios (Gutierrez-Pajares, Ben
Hassen et al. 2016). Portanto, a reduzida expresséo deste gene no grupo CaP
por nés encontrada, corobora com um estudo que descreve esta expressao
reduzida na linhagem LNCaP como possivel causa da reducéo na viabilidade
celular destas células (Gutierrez-Pajares, Ben Hassen et al. 2016).
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A familia de enzimas UDP-glucuronosiltransferase (UGT) sao
proteinas chave no metabolismo (Gauthier-Landry, Belanger et al. 2015) e
catalisam a reacao glucoronizacdo de uma variedade de compostos incluindo
hormdnios, bilirrubina e xenobidticos, prevenindo o acumulo de possiveis
componentes lipofilicos toxicos (Bushey, Chen et al. 2011). Dentre os genes
gue codificam enzimas UGTs, analisamos a expressdo de UGT1A8 e UGT2A1,
cujas isoformas n&o apresentaram expressao em nenhum dos grupos, sendo a
auséncia de expressao de UGT2AL1 ja descrita em prostata por Buschey et al.
(Bushey, Chen et al. 2011); jA& as UGT2Bs analisadas foram: UGT2B?7,
UGT2B17 e UGT2B15. Estas UGTs sdo altamente expressas em préstata e
terminam a sinalizacdo androgénica por glucoronizacdo do 3a-diol. UGT2B7 é
capaz de glucoronizar DHT, mas sua atividade é apenas de 1-10% da
UGT2B15 e UGT2B17 e ela ndo € expressa em prostata, resultado também
encontrado em nosso estudo. J& as isoformas UGT2B15 e UGT2B17 tém sido
estudadas na linhagem LNCaP. A inibicAo destas enzimas inibe a
glucoronizacéo, resultando no aumento dos niveis de DHT na cultura celular e
0 aumento da reposta proliferativa. O aumento nas concentracées de DHT
influéncia a expressdo de genes que sdo dependentes de androgénios e a
proliferacédo celular. A reexpressdo UGT2B15 e UGT2B17, resulta no aumento
da glucoronizacdo e pode contribuir para a atividade anti-tumoral destes
agentes (Zhang, Zhang et al. 2016). Assim, a diminuicdo destas enzimas no
nosso estudo pode favorecer o aumento dos niveis de DHT, justamente para

auxiliar no desenvolvimento tumoral.

Os demais genes que codificam enzimas que participam do metabolismo
AKR1C4, CYP11A1, CYP11B1, CYP19A1, CYP21A2, DHRS9, HSD3B1 e STS,
nao apresentaram expressdao em nenhum dos grupos. Esta auséncia de
expressdo pode ser devida a pequena quantidade de RNA possivel de ser
extraida pela microdisseccdo ou pela amplificacéo tardia, ndo detectada pela
técnica de RT-gPCR. Ja os genes SRD5A1 e SRD5A2 tiveram amplificacao
detectada em ambos os grupos; porém, nao foi possivel realizar analise pelo
fato da expressao ser apenas em uma amostra do grupo HPB, sendo o Ct mais

precoce no grupo CaP do que no grupo HPB. Sabe-se que estas enzimas sdo
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criticas no metabolismo dos androgénios, pois realizam a conversdo da
testosterona em DHT, o agonista mais potente do AR em células da prostata.
SRD5A2 é descrita como predominantemente expressa em tecidos da prostata
ndo-malignas, a expressdo de SRD5A1 é relatada no CaP (Shiota, Fujimoto et
al. 2015). No entanto, a possivel explicacdo para nossos resultados é de que
0s pacientes do grupo HPB faziam tratamento com o farmaco finasterida, um
inibidor da enzima 5-a-redutase, a auséncia de expressao ou expressao muito
tardia destas enzimas neste grupo pode ser divido a este tratamento(resultados

nao mostrados).

Em nosso trabalho também analisamos genes relacionados com a
maquinaria da transcricdo génica (AOF2, MED1, MED12, MED13, MED14,
MED16, MED17, MED24, MED4 e MYST1), a qual é conduzida em parte por
fatores de transcricdo (TFs) e pelo complexo mediador (MED). Uma funcgéo
bésica do mediador € comunicar sinais reguladores de TFs ligados ao DNA
diretamente para a enzima RNA polimerase Il. Os mecanismos precisos pelos
quais mediador regula a atividade da RNA pol Il permanecem pouco
compreendidos, mas € evidente que envolve grandes interacdes proteina-
proteina entre Mediador, pol Il e TFs gerais e especificos do gene. Além disso,
a atividade do complexo mediador esta envolvida na regulacdo de processos
fundamentais envolvidos na transcricdo, incluindo a iniciacdo da transcricao,
elongacédo da transcricdo e arquitetura da cromatina (Allen and Taatjes 2015).
Dentre as subunidades de MED, a subunidade MED1 ganhou reconhecimento
ha pouco tempo na oncogénese e progressao do cancer de prostata. MED1 é
super expresso em células epiteliais de CaP e em linhagens celulares de
CRPC. A super expressao de MED1 em células CRPC leva ao aumento da
expressao de alvos do AR que estdo envolvidos na progresséao do ciclo celular,
o que favorece o desenvolvimento tumoral (Liu, Sprenger et al. 2015). J4 a
perda de expressdo de MED1 e a subunidade MED17 esté& relacionada com a
inibicdo da proliferacao celular de células prostaticas, a inibicdo da progressao
do ciclo celular e 0 aumento da apoptose (Vijayvargia, May et al. 2007). Assim,
nossos resultados de expresséo diminuida de MED1juntamente com o AR no

grupo CaP, podem ser contrarios a proliferacdo celular e a expressao de



78

MED17 somente no grupo CaP pode ser associada com o0 avanco da
proliferacéo celular.

A subunidade MED12 esta relacionada com a regulacado e modulagéo do
gene TGFp. A sinalizagao por TGFf inibe o crescimento celular prostatico pela
inibicdo da proliferacdo e inducdo da apoptose, sendo considerado um
supressor tumoral em tecido prostatico normal e estagios iniciais de
CaP(Shaikhibrahim, Offermann et al. 2014). No entanto, encontramos a
expressdo de MED12 reduzida no CaP em relagdo a HPB, o que pode, entao,
favorecer o crescimento prostatico. J4 a subunidade MED14 esta relacionada
ao receptor de glicocorticoide (GR). Por exemplo, a ligacdo de MED14 ao GR
induz uma conformacdo de mediacdo especifica, que facilita a ativacdo
transcricional de certos promotores de genes alvos do GR (Chen, Rogatsky et
al. 2006). Referente as demais subunidades analisadas neste trabalho MEDA4,
MED13, MED16 e MED24, ha pouco descricdo sobre suas caracteristicas e
funcdes na literatura e ndo foi encontrada relacdo com os demais genes do

estudo.

Além destes gene, o gene MYST1 codifica sua proteina correspondente
gue tem como funcéo acetilar as histonas nucleossdmicas que séo diretamente
envolvidas na ativacdo transcricional. MYST1 possui habilidade de se ligar ao
AR in vivo e in vitro e quando ligado a este, MYST1 reprime a atividade
transcricional do AR. A expressdo de MYST1l é descrita particularmente
elevados nos tecidos dos testiculos(Sharma, Zarnegar et al. 2000), mas no
NOsSsSo caso, encontramos a expressdo deste gene reduzida no grupo CaP
gquando comparado a HPB. Contudo, € possivel que mesmo apresentando
expressao reduzida no CaP, MYST1 seja um dos candidatos a estar reprimindo
a atividade transcricional do AR, justificada pela alta presenca citoplasmatica

deste receptor no grupo CaP.

Quanto ao gene AOF2, este apresenta um papel crucial para ativacao
de genes induzidos por AR por atuar como uma histona desmetilase, e
complexos de AOF2 e AR tém sido relatados, sendo AOF2 considerado tanto

um coativador quanto um corepressor do AR. AOF2 ainda atua na inducdo da
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transicdo epitelial-mesenquimal em varios tipos de células cancerigenas,
funcdo descrita no cancer de mama, onde a auséncia da expressao de AOF2
leva a uma inversdo da migracdo celular e da capacidade de invasao
impulsionada por AR em células MCF-7 e MDA-MB-231 de céancer de mama.
Isto sugere que AOF2 é essencial para a transicdo epitelial-mesenquimal
induzida por DHT em células de cancer de mama e a expressao de AR e AOF2
estdo envolvidas na regulagdo dos genes como E-caderina e vimentina, dois
genes indutores e reguladores da transicao epitelial-mesenquimal. (Feng, Li et
al. 2016). Portanto, com nosso trabalho n&o foi possivel identificar se AOF2
estd atuando como coativador ou corepressor do AR, mas é possivel que a
expressao reduzida de AOF2 no CaP possa favorecer a progressao tumoral e a
promocao metastatica.

A proliferacdo celular € um processo regulado em que proteinas
podem agir como reguladores positivos ou negativos da proliferacao celular.
Dentre os reguladores negativos estudados neste trabalho temos: APPL1,
BRCA1, BRCA2, FOXO3, IGFBP5, PDS5B, SUMO1 e WDR19. Destes genes,
encontramos que APPL1, BRCAL, BRCA2 e WDR19 apresentaram expressao
somente no grupo CaP. O gene APPL1 codifica a proteina que é descrita como
mediadora da apoptose, da proliferacdo de células, bem como da localizacao
de proteinas endossomais(Song, Mu et al. 2016). Yang et. al demostram que
APPL1 suprime a transativacdo de AR nas células de CaP independente de
androgénios e dependentes de androgénios e este efeito supressor é em
grande parte dependente da via PI3K/AKT (Yang, Lin et al. 2003). Assim,
APPL1, atua bloqueado a proliferacdo celular e a expressdo encontrada
somente no grupo CaP pode estar favorecendo a repressao do AR na tentativa
de contenséo da proliferacédo tumoral.

O gene BRCA1 exerce um papel importante nos sistemas de controle
celulares, tais como a resposta e reparacdo a danos no DNA, regulacdo da
transcricdo génica e modelagem da cromatina. O BRCA1 também € descrito
como um coregulador positivo do AR, o qual medeia a via de sinalizacao
essencial no desenvolvimento e progressdo do CaP. Contudo, a funcdo BRCA2

parece estar limitada a processos de recombinacdo e reparacdo do DNA
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(Castro and Eeles 2012; Kim, Park et al. 2016; Modena, lacovelli et al. 2016). O
gene BRCA2 atua como um supressor tumoral em tecido epitelial da prostata e
a sua perda funcional predisp6e a lesGes pré-malignas da prostata. Entretanto,
BRCA2 limita o potencial metastatico das células neoplasicas através da
inibicdo da via PI3K/AKT e ativacdo da via MAP/ERK, prevenindo a migracéo e
invasdo das células tumorais. Assim, a perda funcional destes genes reflete em
alteracdes no crescimento tumoral, o que explica o fato de pacientes com
mutagcbes deletérias nos BRCA1 e BRCA2 apresentarem frequentemente
envolvimento nodal e metastases a distancia no momento do diagndéstico
(Castro and Eeles 2012).

E descrito na literatura que BRCA1 funciona como um coregulador do
AR e inicia um papel positivo na morte celular induzida por androgénios.
Consistente com o papel supressor tumoral, células da linhagem DU-145
transfectadas com BRCAl selvagem exibiram a diminuicdo da taxa de
proliferacdo e aumentaram a sensitividade a drogas quimioterapicas,
aumentando a susceptibilidade a apoptose induzida por drogas e expressao de
proteinas regulatérias. Também, em células epiteliais prostaticas com o AR
ativo, o efeito do BRCAL1 na expressdo génica de IGF-IR é mediado através do
aumento da atividade transcricional do AR (Schayek, Haugk et al. 2009). Isso
demonstra que existe uma interacdo entre BRCA1 e AR na regulacdo da
transcricdo de alguns genes, e que através desta, o BRCAL pode favorecer a
atividade transcricional do AR.

Um estudo de Kim et al. 2016 realizado com amostras de pacientes
submetidos a prostatectomia mostrou que a proteina BRCAL € expressa em
93,3% dos tecidos de CaP (Kim, Park et al. 2016). Da mesma forma, Fiorentino
e colaboradores demonstraram que BRCAL ndo é expresso em tecido normal,
mas sim em tecido de CaP (Fiorentino, Judson et al. 2010). Em nosso estudo
de imunohistoquimica para a proteina BRCA1 encontramos que no grupo HPB
existe um pequeno porcentual de ndcleos epiteliais positivos (7%) e no grupo
CaP a positividade é encontrada no citoplasma 10% das células epiteliais. Ja

era esperado, seguindo os resultados de expressdo génica a auséncia ou
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expressao reduzida desta proteina no grupo HPB, pois este gene néo
amplificou em nenhuma das amostras do grupo; no entanto, no grupo CaP esta
expressao era esperada, j& que identificamos a expressédo génica em todas as
amostras do grupo. O padrdo de marcacdo imunohistoquimica do BRCAL é
definido em mama e é diferente nos carcinomas mamarios em relacdo ao
tecido mamario normal. Em epitélio normal de mama a marcacdo é
exclusivamente nuclear, enquanto nos carcinomas pode ser exclusivamente
nuclear, predominantemente nuclear, predominantemente citoplasmatica ou
exclusivamente citoplasmatica. O BRCAl é sintetizado no citoplasma e
transportado até o nucleo, onde desempenha seu papel regulador do ciclo
celular. Acredita-se que no carcinoma ocorra um defeito nesse transporte,
justificando sua expresséo citoplasmatica (Ribeiro-Silva.A;, B; et al. 2005).
Assim, justifica-se a expressao exclusivamente citoplasméatica de BRCAL
encontrada em nosso trabalho no grupo CaP, sendo que a funcionalidade

desta proteina deve estar ausente ja que esta exerce sua fung¢éo no nucleo.

Outro gene expresso somente no grupo CaP foi o gene WDR19 que esta
implicado numa variedade de fungbes tais como a transcricdo génica,
apoptose, a montagem do citoesqueleto, a formagcdo do fuso mitético, o
desenvolvimento e a mobilidade vesicular (Lin, White et al. 2003). A expresséo
WDR19 parece seguir um complexo padrdo durante a progressao do cancer de
prostata. Observa-se que a sua expressdo vai aumentando a partir de tecidos
normais adjacentes aos tecidos de cancer localizados. Em tecidos de CaP
localizada, a sua expressdo € inversamente correlacionada com a pontuacao
de Gleason, mas a sua expressao aumenta novamente em CaP metastatico
em comparacado com CaP localizados. Isto sugere que expressdo WDR19 &
regulada por um mecanismo complexo envolvendo a sinalizacéo do receptor de

androgénio e vias de sinalizacédo ainda nao identificadas (Lin, Utleg et al. 2008).

Somente o gene NKX3-1 apresentou expressao maior no grupo CaP
dos reguladores negativos da proliferacdo celular. Este gene codifica um
homeodominio de fator de transcricdo cuja expressao € restrita & prostata e é

controlada por androgénios. O gene esta localizado no cromossomo 8p21 em
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uma regido frequentemente perdida em CaP precoce. Estudos em
camundongos knockout NKX3-1 forneceram evidéncias de que NKX3-1 € um
supressor tumoral, porque estes animas desenvolvem neoplasia intra-epitelial
prostética (PIN), uma lesdo pré-cancerosa caracterizada pela hiperproliferacéo
de células displasicas. A perda de NKX3-1 pode cooperar com a perda de p27
e PTEN no desenvolvimento do CaP, enquanto que a superexpressao de
NKX3-1 inibe a proliferagdo de células epiteliais em animais com auséncia de
PTEN(Yang, Chung et al. 2014). O nivel de expressdo NKX3-1 em CaP € mais
elevado do que nos tecidos normais da prostata segundo a base de dados de
microarray Oncomine (https://www.oncomine.org/). Estas observacfes de
elevada expressdao sugerem que talvez NKX3-1 pode realmente funcionar
como um oncogene em vez de um supressor de tumor da préstata. Além disso,
NKX3-1 regula genes que s&o ativos na promogao da sobrevivéncia celular ou
na prevencao da apoptose celular (Tan, Chang et al. 2012).

Bowen e colaboradores relataram que a perda da expressdo da
proteina NKX3-1 esta correlacionada com a progressdo do CaP,
especificamente esta perda de coloracao por IHQ é de 20% em PIN de alto
grau, 6% em amostras em estagio Tla/b, 22% em estagio T3/4, 34% em CRPC
e 78% em metastases. Por contraste, Korkmaz realizou hibridizacdo in situ
para a expressdao de RNAm e imunohistoquimica para coloracdo em microarray
tecidual (TMA) e reportou que a grande maioria dos CaP sdo positivos tanto
para RNAmM quanto para proteina. Alids, a proteina NKX3-1 est4 presente em
66% das amostras de CaP primario, 44% de tumores metastaticos nao tratados
e 27.3% dos CRPC (Gurel, Ali et al. 2010).Além dos nossos resultados de
expresséo génica de NKX3-1 serem elevados no grupo CaP, nossos resultados
de expressdo proteica demonstram elevado percentual de células com
expressao desta proteina no nucleo e no citoplasma no grupo CaP e também
no ndcleo do grupo HPB. Levando em consideracdo que NKX3-1 regula
diretamente os genes dependentes do AR que séo superexpressos em CaP e
desregulados em CaP avancado, o NKX3-1 tem um papel central na
tumorigenicidade da prostata, pois também regula genes que sado ativos na

promocao da sobrevivéncia celular ou na prevencéo da apoptose celular. Além
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disso, NKX3-1 € um gene responsivo ao AR na presenca de DHT, e NKX3-
lregula a atividade transcricional do AR ativando sua expressao através de um
mecanismo constitutivo de “feed-forward” entre estes dois fatores, como
também age juntamente com o AR e FOXAL1 recrutando elementos gendmicos
especificos para a sinalizacdo androgénica e sobrevivéncia do CaP(Tan,
Chang et al. 2012). Portanto, a elevada expressédo génica por n0s encontrada,
juntamente com a expressao proteica no grupo CaP pode ocorrer devido a
tentativa de NKX3-1 estimular o aumento da atividade transcricional do AR que
esta reduzida no CaP.

O restante dos genes que participam da regulacdo negativa da
proliferacdo celular, apresentaram todos, expressao reduzida no grupo CaP em
relacdo a HPB. Dentre eles, o0 gene FOXO3 apresenta acdo negativa na via de
sinalizagdo PI3K/AKT, inibindo a proliferacdo celular. FOXO3 €& também
considerado um importante regulador transcricional de proteinas associadas
com diversas funcdes celulares, como a capacidade supressora tumoral por
regular a expressédo de genes envolvidos com a apoptose, bloqueio do ciclo
celular, resisténcia a estresse oxidativo e autofagia, sendo a inibicdo da
expressao de FOXO critica para promover a transformacéo celular, progressao
tumoral e angiogénese (Liu, Yin et al. 2015). A expresséao elevada da isoforma
FOXOS3A é encontrada durante os estagios iniciais do CaP. Ja a reducdo de
FOXO3A é observada em células epiteliais de CaP quando comparadas a
células de epitélio prostatico benigno, o que sugere que a baixa atividade
transcricional de FOXO3A estad associada com o CaP biologicamente mais
agressivo (Shukla 2014). Também, FOXO3A pode atuar como regulador
negativo da transicao epitelial-mesenquimal, o que ressalta a importancia desta
proteina na supressdo da progressao tumoral sendo considerada uma
supressora de metastase tumoral (Liu, Yin et al. 2015). Da mesma forma, o
gene IGFBP5 parece ter acado que conduz a um fendétipo de adeséao as células
epiteliais, ou seja, antimigratorio e, como tal, a IGFBP5 pode desempenhar um
papel chave na limitacdo da metdstase (Sureshbabu, Tonner et al. 2011).
Portanto, a reducao nas expressoes de ambos os genes, FOXO3A e IGFBP5,

atua no sentido de favorecer a progressao do CaP para um estagio mais



84

avancado, juntamente com o favorecimento da formacéo de metastase tumoral.
E por fim, o Unico gene que nao foi possivel realizar analise estatistica foi o

gene PDS5B, pois somente uma amostra do grupo HPB teve amplificag&o.

Outro gene que apresentou expressao reduzida foi SUMOL. Este gene
desempenha um importante papel na regulacdo de muitos processos celulares,
incluindo transducédo de sinal, regulagéo da transcri¢cdo, estrutura da cromatina
e shuttling nuclear / citoplasmico. Ao contrario da ubiquitinacdo, a modificacdo
realizada por SUMO néo é associada a degradacéo da proteina. Em vez disso,
€ semelhante aos papéis ndo proteoliticos da ubiquitinagdo incluindo a
localizag&o subcelular e a regulacéo da atividade transcricional (Kim, Lee et al.
2007). O efeito inibitério da SUMOilacdo no AR e outros fatores de transcricdo
se da visto que quando a SUMOilacdo é baixa, existem vantagens para a
progressdo do céancer de proéstata. Além disso, uma superexpressao da
protease de SUMO, SENP1, j4 é descrita em estadios avancados de CaP e
esta protease atua regulador positivo da atividade AR por servir como a
principal protease SUMO responsavel pela clivagem do SUMO de AR, e
também pelo AR ser um ativador direto do gene SENP1. Assim, a perda da
SUMOilagcdo de AR conduz a uma indugdo de SENP1, o que por sua vez
restringe ainda mais a SUMOilacdo de AR e mantém a atividade AR. A
supressdo da SUMOilacao pode proporcionar vantagens para a progressao do
CaP, visto que a SUMOilacdo aumentada é um sinal forte para a inducdo do
bloqueio do crescimento através senescéncia celular (Mukherjee, Cruz-
Rodriguez et al. 2012). Portanto, nosso resultado encontrado é favoravel para a
progressao tumoral visto que a expressdo de SUMO1 foi menor no grupo CaP,

mesmo a expressdo do AR menor nesse grupo.

A regulagao positiva do ciclo celular favorece a proliferagdo e muitas
vezes a sobrevivéncia celular. Dos genes facilitadores do ciclo celular, dois
genes foram expressos somente no grupo CaP, CDC25B e PIM1. O gene
CDC25B codifica uma fosfatase que desempenha um papel importante na

ativacdo das cinases dependentes de ciclinas (CdK) pela desfosforilacdo das
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mesmas nos residuos Thrl4 e Tyrl5, o que permite a progressao do ciclo
celular. (Lavecchia, Coluccia et al. 2008). CDC25B é descrito como super
expresso no CaP e existe uma correlagdo com o aumento do score de Gleason
e os estagios da doenca. Os mecanismos pelos quais CDC25 contribuem para
a transformacédo neoplasica ndo sdo conhecidos, mas CDC25B tem sido
reportada como coativadora do receptor de androgénios. Sugere-se que
CDC25B possa estar associada ao AR aumentando a transativagdo do mesmo
pela interacdo proteina-proteina e resultando na super expressdo de genes-
alvo, levando a proliferacdo celular anormal (Ngan, Hashimoto et al. 2003).
Assim sendo, é possivel que os efeitos de CDC25 sobre as células epiteliais
tumoral se dé em maior parte pela desforforilacdo das CdK do que pela
transativacdo do AR, ja que encontramos este presente na maior propor¢ao no
citoplasma das células epiteliais de CaP.

A proteina PIM1 cinase serine/treonine codificada pelo gene PIM1 pode
induzir a progressao do CaP por atuar como um proto-oncogene (Xie and
Bayakhmetov 2016). Um candidato a efetor do PIM1 é a glicogénio sintase-
quinase 3B (GSK3B). GSK3B tem sido descrita por ter efeitos negativos e
positivos na progressdo do CaP e na mobilidade celular. PIM cinase fosforila
GSK3B, o que induz sua inativacdo, aumentando a migracao celular de células
do CaP, bem como induzindo a transicao epitelial-mesenquimal. GSK3B ¢é alvo
tanto da AKT como PIM cinase favorecendo a progressédo tumoral (Santio,
Salmela et al. 2016).

Neste trabalho encontramos a maior expressdo de KLK4 no epitélio
prostético tumoral em relacado ao epitélio hiperplasico. KLK4 é gene regulado
por androgénios e € expresso predominantemente em préstata. Estudos
demonstram que KLK4 é expressa em epitélio prostatico e € significativamente
super expressa em CaP comparado a HPB. A elevada expressao resulta no
aumento da mobilidade celular de células prostaticas e aumento da proliferacédo
celular devido a regulagédo da expressao génica de genes envolvidos no ciclo
celular (Jin, Qu et al. 2013). Além disso, KLK4 apresenta um importante papel

no inicio da progressao do CaP pelo seu envolvimento na transicao epitelial-
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mesenquimal, um fendtipo mais agressivo e metastases para o0 0sso (Lose,
Srinivasan et al. 2012). Assim, a elevada expressao encontrada no grupo CaP,
mesmo sendo um gene regulado por androgénios deve estar favorecendo o

avanco tumoral.

Ja os genes BCL2, DAXX, PARK7, RCHY1l, TMPRSS2 e TGIF,
apresentaram expressao reduzida no grupo CaP em relagéo ao grupo HPB. O
gene BCL2 é um dos maiores reguladores da apoptose, por ser um fator anti-
apoptoético. Em HPB é descrita a expressdao de BCL2 nas células basais, no
entanto, devido ao estresse, a privacdo androgénica e a radiacdo, a elevada
expressdo de BCL2 é responsavel pela sobrevivéncia celular, através do
bloqueio da apoptose. Kyprianou investigou o papel de BCL2 em HPB e
reportou que a expressao de BCL2 diminui a apoptose em relacdo ao epitélio
prostatico normal (Gandour-Edwards, Mack et al. 2004). Alias, o gene BCL2 é
comumente expresso em ceélulas tumorais prostaticas e outros canceres
primarios. A expressdo de BCL2 esta relacionada a independéncia androgénica
e sua elevada expressdo é notavel em estagios avancados da doenca, o que
sugere que os mecanismos de independéncia androgénica possam mediar
efeitos pelas vias apoptéticas. Assim, pode-se explicar que a reduzida
expressdo de BCL2 no grupo CaP pode ser devido este ser um CaP primario
(Mazaris and Tsiotras 2013).

O gene DAXX, modulador de morte celular, inicialmente identificado por
codificar uma proteina pro-apoptética funciona como um repressor
transcricional. Pela capacidade de repressdo de supressor tumoral e regulador
da autofagia, DAXX pode induzir o crescimento tumoral e a sobrevivéncia do
tumor (Puto, Brognard et al. 2015). Além disso, DAXX esta envolvido na
regulacédo da atividade transcricional do AR em linhagens celulares de CaP. A
expressdo elevada de DAXX reprime a transcricio mediada pelo AR na
linhagem LNCaP e a deplecdo de DAXX resulta no aumento da expressao do
gene PSA, gene alvo do AR (Lin, Fang et al. 2004). Deste modo, Nosso
resultado de expressdo reduzida de DAXX no tecido tumoral, possa estar

favorecendo a atividade do AR, jA que uma pequena porcdo das células
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apresenta positividade para o AR no nucleo celular. Ja o gene PARK, também
conhecido como DJ-1, foi inicialmente descrito por Nagakubo et al que
determinou o0 aumento da expressdao de PARK7 com propriedades
oncogénitas(Nagakubo, Taira et al. 1997). PARK7 é predominantemente
expresso em células epiteliais luminais e sua localizacdo subcelular € regulada
por androgénios e anti-androgénios. A expressao citoplasmatica de PARK7
demonstrada no estudo de Osman et al € menor em epitélio ndo neoplasico
quando comparado ao epitélio de CaP, sugerindo que o0 aumento
citoplasmatico de PARK7 pode ser importante na transformacéao neoplasica da
prostata. A provavel funcdo de PARK7 na promoc¢do da carcinogénise pela
inibicdo de PTEN, um potente supressor tumoral que inibe a via AKT (Osman,
Abd EIl Atti et al. 2013). Contudo, em nosso trabalho ndo encontramos esta
expressdo aumentada no tecido tumoral, o que deve manter a atividade de

PTEN e ser contrario a proliferacédo tumoral.

O gene RCHYL1, uma ubiquitina ligase E3, foi inicialmente identificada
como uma proteina que interage com o receptor de androgénio (Halaby,
Hakem et al. 2013). Além disso, RCHY1l participa da ubiquitinacdo e
degradacdo de varias proteinas chaves envolvidas na regulacdo do ciclo
celular, na morte celular, na proliferacao, tais como p73, p63, p27kipl e c-Myc.
A superexpressao de RCHY1 leva a uma diminuicdo das funcbes mediadas por
p53, incluindo apoptose e bloqueio do ciclo celular e esta elevada expresséo é
descrita em CaP e se correlaciona com a progressédo da doenca. Assim, esta
ligase E3 pode desempenhar diferentes papéis na progressao e tumorigénese
do cancer, porque seus alvos incluem os supressores de tumor(por exemplo,
p53) e oncogenes (por exemplo, c-Myc) (Halaby, Hakem et al. 2013).
Diferentemente do que € encontrado na literatura, em nosso trabalho
encontramos a reducéo da expressao de RCHY1 no grupo CaP.

Recentemente o gene TMPRSS2, gene regulado por androgénios, tem
sido descrito como um marcador promissor para o CaP. Este gene é
geralmente encontrado fusionado com o gene ERG (ETS transcriptionfactor), o
qual é considerado um oncogene. A fusdo de genes TMPRSS2: ERG é

importante ndo sO pela sua elevada prevaléncia (ou combinacdo com outros
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biomarcadores), sensibilidade e especificidade no diagndéstico precoce da CaP,
mas também na predicdo da fase, agressividade e do potencial metastatico do
tumor (Krstanoski, Vokac et al. 2016). No entanto, em nosso trabalho sé
analisamos a expressao génica do gene TMPRSS2, que se apresenta reduzida
em relacdo ao grupo HPB, mas o fato deste gene ndo estar mais expresso nao
significa que ele ndo esteja favorecendo a agressividade tumoral. Portanto,
seria interessante averiguar se este gene esta fusionado com o gene ERG nos
dois grupos, pois o papel de TMPRSS2 no tumor é associado a fusdo dos
genes, ou seja, mesmo estando menos expresso em CaP, pode ser que ele
esteja fusionado somente nesse grupo.

Outro gene, TGIF é relatado em alguns tumores como cancer de
pulmao de ndo pequenas células (CPPC). A expressao de TGIF1 contribui para
a progressao do cancer CPPC por regular o crescimento celular e a migracao,
e a auséncia desta expressao previne a metastase, o que sugere que TGIF1
tem um papel importante na progressao tumoral. A elevada expressdo também
esta descrita em carcinoma urotelial do trato superior e esta correlacionada
com o pior prognostico (Xiang, Yi et al. 2015). Assim, a reduzida expressao
encontrada em nosso estudo no grupo CaP, pode estar favorecendo a néo
progressdo tumoral. Por fim, o gene GRP ndo apresentou expressao em
nenhum dos grupos, este gene codifica um peptideo neuroendocrino descrito
em alguns tumores como mitogénico, morfogénico e pro-angiogénico. O
desenvolvimento da diferenciacdo neuroenddcrina em CaP e a producdo de
neuropeptidios, como GRP, estdo associados com mecanismos de resisténcia
ao tratamento antiandrogénico (Ischia, Patel et al. 2014).

Quanto aos genes que participam da diferenciagcdo e tumorigénise,
apenas o0 gene CLDN3 apresentou expressédo, sendo esta ainda reduzida no
CaP. Este gene codifica uma claudina, proteina essencial para a formacéo das
tight junctions em células epiteliais e endoteliais, sendo a perda destas
proteinas associadas com a tumorigénese. Contudo, a expressao aumentada
de CLDN3 em CaP é descrita na literatura e esta correlacionada com estagios

avancados do tumor e CaP recorrente (Bartholow, Chandran et al. 2011).
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Porém, faz sentido o resultado de baixa expressao no grupo CaP pelo papel
funcional desta proteina na tumorigénise, mesmo se tratando de CaP primario.

Dos demais genes que participam na tumorigénese e diferenciacao,
FGF8, TGM4 e BMX nao apresentaram amplificagdo em nenhum dos grupos
estudados. O gene FGF8, fator de crescimento fibroblastico, € descrito em
linhagens de CaP como superexpresso e atua como um fator de crescimento
autocrino em células responsivas a horménios (Dorkin, Robinson et al. 1999).
O gene TGM4 é descrito como amplamente expresso em préstata e apresenta
impacto no crescimento, migracdo e invasdo de ceélulas de CaP por estar
envolvido na interacdo epitélio-endotélio e transicdo epitelial-mesénquimal
(Jiang and Ablin 2011). J& BMX, um gene expresso em células epiteliais e
endoteliais, est4 associado a migracdo celular e sobrevivéncia, tendo papel na
progressédo do CaP (Paavonen, Ekman et al. 2004). Assim, como estes trés
genes sao descritos na literatura como expressos em préstata e néo
encontramos expressdo, € possivel que a expressao seja baixa e ndo foi
detectada através da reacdo de RT-gPCR, ja que a expressdo descrita é em
célula epitelial como em nosso trabalho.

Dos genes que atuam como coativadores do AR encontramos que todos
0S genes analisados apresentam menor expressao no grupo CaP em relacao a
HPB, o que acompanha a menor expressdo deste receptor no grupo CaP.
Coativadores deste receptor podem aumentar sua habilidade transcricional e
favorecer o desenvolvimento do CaP, visto a funcdo deste receptor nesta
doenca. Dentre os genes, o gene CALCOCO1 codifica o transcrito CoCoA
funciona como um coativador secundario de receptores nucleares, pois CoCoA
pode se ligar a B-catenina, a qual é considerada um coativador do receptor de
androgénios. Juntas a B-catenina e CoCoA aumentam sinergicamente a
ativacdo transcricional mediada por AR (Yang, Kim et al. 2006). Ja o gene
CREBPP codifica uma proteina que facilita a transcricdo através da acetilacao
de histonas, fatores de transcricdo e autoacetilacdo de CREBPP e regula
processos biolégicos como proliferacdo, ciclo celular, diferenciacéo celular e
repostas a danos do DNA. CREBPP regula a progresséao do ciclo celular devido

a sua influéncia na transcrigdo por estar recrutando fatores de transcrigdo para
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a regiao regulatéria de genes como o AR (Attar and Kurdistani 2016). Outro
gene que codifica proteina com funcdo de acetilacdo é o gene KAT2B. Este
atua como um coativador para regular a transcricdo de alguns genes, incluindo
potencialmente a atividade transcricional regulada por AR nas células de CaP.
Assim, KAT2B permite que a cromatina fiqgue mais acessivel para a maquinaria
transcricional e além de acetilar de histonas, KAT2B também pode acetilar o
AR e promover o aumento da atividade transcricional do AR estimulada por
DHT para o crescimento celular (Gong, Eischeid et al. 2012). Diferentemente, o
gene NSD1 é classificado como uma histona metiltransferase. A amplificacao
de NSD1 ¢é encontrada em mieloma mudltiplo, céncer de pulméao,
neuroblastomas e glioblastomas e esta relacionada com a transformacao
celular na formagdo do cancer. O membro NSD2 da familia NDS esta
associado com agressividade ou prognéstico tumoral no CaP e a sua
superexpressdao em CaP causa aberracdes na transcricdo génica, levando a
um fendtipo metastatico (di Luccio 2015). Mesmo ndo sendo descrita a acao de
NSD1 em CaP, é possivel que esta tenha acdo similar ao outro membro da
familia NSD2.J4 a proteina codificada pelo gene FKPB4 (FK506 binding protein
4) é um regulador positivo do AR e é descrita pela potencializacdo da
sinalizacdo AR em CRPC, onde os niveis de androgénio sédo reduzidos (De
Leon, lwai et al. 2011).

Todos os genes da PIAS, PIAS1, PIAS2 e PIAS3 também apresentaram
expressdo diminuida no CaP quando comparado ao tecido hiperplasico. Esta
familia de inibidores de proteina transdutoras de sinal ativado e ativadores de
transcricdo possuem capacidade de se ligar ao DNA e modular varias cascatas
de sinalizacdo e diversas proteinas. PIAS1, 2 e 3 foram inicialmente descritas
como inibidores de transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STAT) 1,
2 e 3, respectivamente. Além da inibicdo de JAK / STAT, as proteinas PIAS
também tém sido descritas como reguladores do fator nuclear (NF), de SMAD e
da sinalizacdo pelo AR. No entanto, o papel dessas proteinas em tumores
ainda esta sendo estudado. A perda de PIAS3 é descrita em glioblastoma por
aumentar a proliferacdo celular e a redugédo de PIAS1 esta relacionada com o

desenvolvimento de cancer de colon (Hoefer, Schafer et al. 2012). Gross et al
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descreveram o papel de PIAS1 como coativador do AR, que por sua vez,
contribui para o aumento da proliferacdo e a reducdo da apoptose pelo
aumento da atividade do AR em células (Gross, Liu et al. 2001). Hoefer et al,
mostraram que a expressdo reduzida de PIAS 1 diminui a proliferacdo e a
capacidade de formacéo de colénias em linhagem celular de CaP, o que pode
ser devida ao bloqueio no ciclo celular induzida pela proteina p21 (Hoefer,
Schafer et al. 2012).

O gene TGFB1l1 também teve expressao reduzida no CaP em relagéo
a HPB. Este gene € um coregulador do AR e é descrito ser expresso
predominantemente em fibroblastos presentes na prostata. TGFB1I11 liga-se ao
AR e melhora a transcricdo génica mediada por AR. A expressao de TGFB1I1
raramente € encontrada em epitélio prostatico tumoral; no entanto, acredita-se
que TGFB111 desempenhe papel na diferenciagcdo do musculo liso estromal ou
na transicao epitélio-mesénquima que ja é observada na progresséo do cancer
de mama. Além disso, a superexpressao deste gene em células epiteliais de
cancer de mama promove a degradacédo da matriz e a invasédo(Leach, Need et
al. 2014). Assim, nosso resultado de diminuicdo de expressdao nao contribui
para o aumento da atividade do AR em CaP e de acordo com o que € descrito
em mama previne a invasdo. Ja o gene ZMIZ1 possui a interacdo com 0 gene
AR através da regido NTD do AR e uma regido central de ZMIZ1 ja identificada
(Li, Zhu et al. 2011). Ambas as proteinas AR e ZMIZ1 séo colocalizadasno
ndcleo de células epiteliais prostaticas em amostras de tecidos. ZMIZ1 é capaz
de aumentar a sumolizacdo e o aumento da atividade do AR pelo ZMIZ1 é

dependente da sumolizacdo do receptor (Sharma, Li et al. 2003).

Dentre a familia dos coativadores de receptor nuclear NCOA, sendo os
componentes do nosso estudo NCOA1l, NCOA2 e NCOA4, encontramos
também a funcdo de coativacdo de receptores e aumento sua atividade
transcricional(Luef, Handle et al. 2016). Infelizmente, ndo foi possivel analisar
as isoformas NCOA2 e NCOA4 no nosso estudo devido a expressao em
apenas uma amostra de cada grupo. No entanto, encontramos que NCOAL1l

apresentou expressdo reduzida no CaP em relagdo a HPB. A auséncia da
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expressdo de NCOAL é descrita em um estudo de Luef et al (Luef, Handle et
al. 2016), no qual o autor mostra que a baixa expressdo esta associada a
reducdo da proliferacdo de células tumorais, a reducdo da atividade
transcricional do AR e a diminuicdo da capacidade de invasdo e migracao
(Luef, Handle et al. 2016). Assim, a expressao de NCOAL, juntamente com a
expressdo do AR, é responsavel pela estimulacdo da migracdo em células
prostaticas e os resultados encontrados para esta familia de genes e com os
demais genes descritos como coativadores do AR n&o estéo favorecendo a o
aumento da sinalizacdo androgénica, que pode estar favorecendo a diminuicéo
da proliferacao tumoral.

Entre os genes que atuam inibindo o AR ou os genes regulados pelo
AR encontramos dois genes com expressdo aumentada e dois genes com
expressao reduzida e um gene expresso somente no grupo CaP. CALR, a
calreticulina, um gene responsivo a androgénios e apresenta uma variedade de
funcbes nas células. A proteina calreticulina é encontrada no reticulo
endoplasmatico, mas pode ser encontrada na superficie celular. Ela é
conhecida por modular a homeostase do Ca*? por sua capacidade de se ligar
ao calcio com alta afinidade (Alur, Nguyen et al. 2009). Estudos tem
relacionado a elevada expressdo de CALR no avanco de estagios clinicos e
metastase em linfonodo em cancer de mama. Além disso, € descrita a elevada
expressado em CaP (Lu, Weng et al. 2015). Um estudo de Alur et al sugere que
a calreticulina contribui para a supressdo do CaP, pois a introducdo de
calreticulina exégena inibiu a formacdo de colénias nas linhagens LNCaP e
PC3. A superexpressao de calreticulina também inibiu o crescimento tumoral
num modelo de tumor de xenoenxerto PC3 ortotopico in vivo. A calreticulina
também é descrita por aumentar a adesao célula—célula e célula-substrato, o
gue sugere o potencial da calreticulina na supressdo de metastases, sendo a
superexpressao capaz inibir a metastase pulmonar da linhagem tumoral
Dunning AT3.1 quando transfectadas em ratos (Alur, Nguyen et al. 2009).
Portanto, como encontramos esse gene com expressdo aumentada no grupo
CaP e a expressédo do AR diminuida neste grupo, € possivel que a calreticulina

seja um potente inibidor da atividade transcricional do AR, fazendo com que
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este permaneca no citoplasma das células, diminuindo a sinalizacdo mediada
por este receptor.

Outro gene que apresentou expressao elevada foi o gene PMEPAL.
Este gene apresenta expressao abundante na prostata e é considerado um
gene alvo do AR em CaP. Sabe-se que PMEPAL realiza um feedback negativo
na regulacao dos niveis de AR nas células tumorais, colaborando com nosso
resultado de expressédo diminuida de AR. Da mesma forma que nosso estudo,
a alta expressdo de PMEPALl tem sido encontrada em multiplos tumores
sélidos e a sua expresséo pode ser também induzida pelo TGFB. Estudos tém
identificado que PMEPA1 inibe o receptor TGF 1 por um feedback negativo
inibindo a sinalizacdo por TGFB, o que é descrito em cancer de mama.
PMEPA1l também tem sido reportado como promotor da proliferacdo em
células de CaP que ndo possuem o AR, como a linhagem PC3. Assim, tanto a
reducdo como o aumento da expressdao de PMEPAl pode promover a
tumorigénise através de distintas vias de sinalizacdo (Li, Mohamed et al. 2015).

J& os genes que tiveram expressdo reduzida e sdo considerados
inibidores do AR ou de genes regulados pelo AR, o gene PA2G4 codifica a
proteina Ebpl, proteina homodloga a proteina reguladora do ciclo celular p38.
Ebpl é um regulador negativo de transducdo de sinal de ErbB. A expressao
alta de ErbB3 é positivamente associada com metastase, grau histologico,
tamanho e recorréncia do cancer de mama. A super-expressao de Ebpl em
células de cancer de mama ErbB2/3 positivas inibiu o crescimento celular, ao
promover parada do ciclo celular em G2 / M do ciclo celular e bloqueio na
diferenciacao celular (Hamburger 2008). Este gene néo apresenta descricado no
CaP, mas devido a sua acgao, pode-se esperar que a expressao reduzida esteja
favorecendo a proliferacdo e a perpetuacdo do ciclo celular. O gene PATZ1
(POz/BTB and AT-hook-containingzincfingerprotein 1) € um fator regulador
transcricional. PATZ1 tem sido descrito como regulador positivo e negativo de
diferentes genes dependendo do contexto celular. Estudos sugerem o papel de
PATZ1 em cancer como um oncogene ou supressor tumoral. A possibilidade
de ser um oncogene é devido a superexpressdo em neoplasias malignas

incluindo cancer de colon e mama, pois a regulacdo negativa por SIRNA
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bloqueia o crescimento celular e induz apoptose em células de linhagens
celulares derivadas de cancer de colon-retal e glioma, respectivamente. Ja a
funcdo de supressor tumoral é devido a inibicdo da transicdo epitelial
mesenquimal e migracdo celular (Chiappetta, Valentino et al. 2015). Assim,
nosso resultado de diminuicdo da expressao de PATZ1 pode ter ambos os
sentidos, sendo que nao foram encontrados resultados na literatura da
expressao deste gene em prostata.

O gene gque teve expressdo somente no grupo CaP foi o gene PAKG6
que é considerado um supressor de tumor. A sua expressao € encontrada
aumentada em epitélio de CaP primario e metastatico, em compara¢do com o
epitélio normal da prostata (Liu, Li et al. 2013). PAK6 inibe o crescimento do
CaP pela regulacéo da protedlise AR diminuindo a expresséo excessiva do AR
juntamente com a diminuicdo da agressividade do tumor, explicando o porqué
da elevada expressao de PAK6 em CaP (Liu, Li et al. 2013). Deste modo,
PAK6 sendo expresso somente no CaP pode estar atuando fortemente na
degradacéo do AR, favorecendo a inibicdo da sinalizacado androgénica.

Dentre os genes estudados que apresentam papel na reproducao ou
desenvolvimento sexual masculino, o gene SHH foi identificado somente no
grupo CaP;este gene estd envolvido na regulacdo do desenvolvimento dos
orgdos, da proliferacdo celular e na diferenciacdo dos tecidos (Statkiewicz,
Maryan et al. 2014). Tem sido demonstrado que a via de SHH desempenha um
papel significativo na promocao do crescimento e desenvolvimento de células
cancerosas. A sua atividade aumentada estimula a proliferagcdo celular,
promove a metastase e suporta a formagdo de novos vasos sanguineos em
tumores. A sinalizagcdo por SHH também est4d envolvido em processos
responsaveis pela resisténcia a quimioterapia (Statkiewicz, Maryan et al. 2014).
Ja4 o gene SRY apresentou expressdo reduzida no grupo CaP. o SRY € o
membro fundador da familia de genes SOX que codificam os fatores de
transcricdo SOX contendo um dominio HMG (grupo de alta mobilidade) que é
capaz de se ligar ao DNA e o curvar. A proteina SRY consiste de um dominio
N-terminal (NTD), um dominio HMG de 79 aminoacidos evolutivamente

conservada e um dominio C-terminal (CTD). O dominio de HMG se liga a
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sequencia (T/A)ACAA(T/A) do DNA na alca menor do DNA, e, por conseguinte,
leva a uma flexdo de 60-85°(She and Yang 2016). Estudos iniciais sugeriram
que SRY funcionava na determinagcdo do sexo masculino, estimulando
diretamente a expressao de substancia inibidora de Muller (MIS), mas estudos
posteriores indicaram que SRY pode néo ativar diretamente o gene MIS, mas
em vez disso, induz a expressao de outros fatores de transcricdo que regulam
MIS. A expressdo de SRY também tem sido reportada em tecidos humanos
fora do testiculo, incluindo préstata e CaP. A perda de SRY e outros genes
codificados pelo cromossomo Y sédo frequentemente presentes em CaP (Yuan,
Lu et al. 2001), o que corrobora com a baixa expressdo encontrada neste
trabalho. Os genes CRISP1,GPX5 e SPAG11B ndo apresentaram expressao

em nenhum dos grupos.

Dos genes que codificam receptores encontramos a expressao
diferencial do receptor de estrogénio ERS2 somente no grupo CaP. Sabe-se
que os estrogénios tém influencia no crescimento prostatico indiretamente
através dos efeitos hipotalamicos e hipofisarios, reduzindo a secrecdo de
gonadotrofinas e aumentando a sintese testicular de testosterona. Na prostata,
ER2 é preferencialmente expresso em células epiteliais e ER1 € encontrado
em células estromais e basais, e existem evidéncias que ocorra o aumento da
expressdo de ER em CaP (Asgari and Morakabati 2011). O papel do ER2 na
patogénese ou prognostico do CaP ainda € incerto. Ele esta relacionado com o
controle da proliferacdo e a prevencao da hiperplasia em préstata de roedores,
visto que na sua auséncia, € desenvolvida HPB ao longo do tempo (Asgari and
Morakabati 2011). Estudos demontram que a expressao de ER2 nas células
epiteliais da préstata diminui a medida que se desenvolve o CaP e progride
para um grau superior (Leung, Lam et al. 2010), sugerindo o papel de ER2 na
manutencao do epitélio normal (Nicolaiew, Cancel-Tassin et al. 2009), mas esta
expressao aumenta novamente em metastase em linfonodos e 6ssea. Assim,
ER2 pode ter papel protetor durante os estagios iniciais da doenca, mas pode
promover a metastase ou a sobrevivéncia das células tumorais em sitios
distantes, pois a imunopositividade em CaP avancado esta relacionada com

pouco tempo de sobrevida livre de recidiva (Leung, Lam et al. 2010). A analise



96

de ER1 nao foi possivel devida a expressao ndo homogénea nos grupos, mas
esta expressdo € notada pelo fato deste receptor ser expresso em células

basais epiteliais que foram obtidas por microdisseccéao.

Outro gene que codifica um receptor, o gene NR2C1 (ou TR2), é
abundantemente expresso em prostata sensivel a androgénios e vesiculas
seminais de ratos. Acredita-se que NR2C1 tenha um papel regulatério no
sistema reprodutor masculino, mas a contribuicdo deste gene em tumores
ainda néo é clara. A superexpressao deste gene em células de cancer de
mama inibe o crescimento celular estimulado por estrogénios por promover o
blogueio do ciclo celular. Na prostata NR2C1 pode modular as acdes de
androgénios via supressdo da transativacdo mediada por AR. Assim, NR2C1
pode ter efeitos antiproliferativos em células de prostata e mama sensitivas a
hormoénios via repressédo da sinalizacdo de AR e ER, respectivamente (Wu,
Cheung et al. 2016). Contudo, encontramos uma expressao reduzida deste
receptor no grupo CaP em relagdo ao grupo HPB.

Dentre os genes que participam da resposta imune, a interleucina 8 (IL8)
foi o Unico gene expresso somente no grupo CaP. IL8 € um mediador da
resposta imune inata secretada por leucocitos e células tumorais e esta
relacionada com diversos fatores celulares incluindo a vigilancia imune,
inflamacédo e a angiogénese. Em tumores, a IL8 aumenta a angiogénese pela
modulagdo da proliferacdo e migragdo endotelial via aumento da secrecao de
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)(Araki, Omori et al. 2007). Os
niveis circulantes de IL8 sdo encontrados aumentados no CaP avancado, no
momento em que as células ndo respondem mais ao tratamento com
antiandrogénios, pois recentemente foi descrito que a IL8 aumenta a atividade
transcricional do AR em linhagens de CaP, indicando o papel desta citocina na
modulacdo da transicdo do CaP para um estado independente de androgénio
(Waugh and Wilson 2008). Em células de CaP independentes de androgénios,
a expressdo aumentada de IL8 esta relacionada com o aumento da
tumorigenicidade e a metastase. No entanto, é desconhecida se a IL8 é uma
causa ou consequéncia da independéncia de androgénio e a progressao do

tumor metastatico. Além disso, o envolvimento da IL8 no crescimento e
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metastase de células de CaP ainda nao foi esclarecido (Araki, Omori et al.
2007). Quanto as demais interleucinas analisadas, IL4 ndo apresentou
expressdo em nenhum dos grupos e IL6 nao teve expressdo homogénea para

analise.

Outro gene com fung¢do na resposta imune, o gene SART3 é um gene
antigénico de rejeicdo de tumor com a capacidade de induzir linfocitos T
citotoxicos. SART3 €& amplamente expresso em varios tipos de canceres
epiteliais e neoplasias malignas hematolégicas. Um estudo demonstrou que o
peptideo codificado por SART3 foi significativamente mais alto em pacientes
com CaP do que pacientes sem o tumor. Este peptideo é capaz de induzir os
linfécitos T citotoxicos ficarem reativos a células cancerigenas a partir de
células mononucleares de sangue periférico em pessoas com os alelos HLA-
All, HLA-A31 e HLA-A33, mas ndao com HLA-A2. Assim, 0 peptideo pode ser
aplicavel como uma vacina contra o CaP (Mohamed, Naito et al. 2009). No
entanto, a expressdo génica deste gene foi reduzida no CaP em relacdo a

HPB, mas nado quer dizer que o nivel do peptideo circulante esteja reduzido.

Dos genes que sao regulados por androgénios, encontramos o gene
induzido por androgénio 1 (AIG1) expresso somente no grupo CaP. Este &
descrito como ativador do fator nuclear das células T ativadas (NFAT),
sugerindo um mecanismo de acao envolvido na modificacdo intracelular da
homeostase do Ca*?(Nickel, Cleven et al. 2016). Ja4 o gene SPDEF apresentou
expressao maior no grupo CaP. A expressao deste gene € limitada as células
epiteliais de préstata, mama, pulmdo, ovario e célon. O papel de SPDEF na
tumorigénise é incerto, pois estudos relatam este gene tanto como promotor
guanto como supressor tumoral (Steffan, Koul et al. 2012). Um estudo de
Turner et al. demonstra a reducdo da capacidade de invasdo em células de
cancer de mama quando SPDEF é introduzido e aumento da migragdo quando
ele é removido (Turner, Moussa et al. 2007). Além disso, SPDEF tem sido
mostrado como regulador de processos envolvendo a mobilidade e a invaséo
celular em tumores de préstata e a perda da expressado durante a progressao

tumoral, juntamente com 0 aumento da expresséo de
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matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) é capaz de promover a invasao tumoral
(Kim, Kang et al. 2014).Stefan et al. encontraram que a expressédo de SPDEF
é reduzida ou perdida em estdgios avancados de CaP e sugerem que a
expressdo de SPDEF suprime um fendtipo agressivo do CaP. Assim, a
expressdo de SPDEF estaria associada a um prognostico favoravel de CaP
localizado, o que, por sua vez, corrobora com nosso estudo em que
encontramos elevada expressdo de SPDEF em relacdo ao tecido hiperplasico
pelo fato de estudarmos CaP primario.

Outro gene que apresentou expressao elevada no grupo CaP foi o gene
RDH11. Este codifica uma enzima microssomal com atividade retinal
desidrogenase/redutase(Kedishvili, Chumakova et al. 2002). A expresséo
desse gene é localizada principalmente no epitélio prostatico e regulado por
androgénios na linhagem celular LNCaP (Moore, Pritchard et al. 2002). Esta
enzima pode produzir retinol a partir de retinaldeideo e sabe-se que o &cido
retindico desempenha um papel importante na ativacdo do receptor de acido
retindico que € requerido para a diferenciacdo normal do epitélio prostatico. Os
niveis celulares de &cido retindico séo altamente controlados em varios niveis
do metabolismo: biossintese, degradacdo e armazenamento. Alteracfes na
sinalizacdo do acido retindico sdo eventos iniciais na carcinogénese e a
deficiéncia de vitamina A tem sido associada a uma maior Incidéncia de CaP,
sendo demonstrado que os niveis de &cido retindico sdo de cinco a oito vezes
menores no cancer de prostata humano do que nas células normais da
prostata (Kedishvili, Chumakova et al. 2002). Assim, tendo encontrado a
expressdo elevada de RNAm deste gene, € possivel que os niveis de acido
retindico ainda ndo estejam diminuidos, e isso, é um fator contrario a

progressao tumoral.

O gene PART1 apresentou expressao reduzida no grupo CaP. Este é
descrito como expresso principalmente em tecido prostatico e glandulas
salivares. A proteina codificada por este gene esta frequentemente presente
em niveis mais altos em CaP do que HPB, o que sugere que a expressao de

PARTL1 é alterada durante o cancer. Assim, a expressao de PARTL1 indica que
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esta pode ter valor como biomarcador circulante adicional do CaP. Além disso,
a elevada expressdo de PART1 é notada em células de cancer de prostata
sensiveis aos androgénios, mas nao em células de céncer de prostata
andrégeno-independentes (Yu, Blackburn et al. 2003). Levando em
consideracdo estes dados, o resultado encontrado em nosso trabalho de
expressdo reduzida de PART1 acompanha a expressao reduzida de AR, e
como PART1 é um gene regulado por AR, pode ser devido a isso a expressao
reduzida.

Por fim, o gene que codifica a globulina ligadora de horménio esteroide
SHBG néo teve expressao identificada em nenhum dos grupos. Sabe-se que
esta proteina é sintetizada no figado, mas a expressao de RNAmM em prostata
ja foi identificada em células de linhagens de CaP (LNCaP, DU145 e
PC3)(Hryb, Nakhla et al. 2002). No entanto, o gene SHBG esta localizado no
cromossomo 17p13.1, apenas 30 kb de distancia gene supressor tumoral p53 e
dentro de uma regido conhecida por sofrer delecbes e mutacbes em uma
grande variedade de tumores, incluindo o CaP.Assim, 0s eventos gendmicos
gue alteram este locus também podem alterar a expressao deste gene (Kahn,
Hryb et al. 2002).

Devido a grande quantidade de genes analisados e as mais variadas
funcdes descritas, 0 nosso estudo demonstra a grande heterogeinidade de um
tumor. Ao mesmo tempo que temos a expressdo de genes que codificam
proteinas que atuam no sentido de combater a progressao tumoral, temos
genes que atuam como facilitadores desta progressao. Contudo, os resultados
apresentam uma tendéncia mostrando que além da diminui¢cdo da expressao
génica de AR, temos a localizacdo predominantemente citoplasmatica desse
receptor, a expressao da maioria dos reguladores negativos do AR aumentada
ou expressa somente no grupo CaP e dos reguladores negativos reduzida no
grupo CaP, dos reguladores positivos da proliferacdo diminuidos no grupo CaP
e dos reguladores negativos da proliferacdo aumentados no CaP. Como

estudamos um céancer primario, acredita-se que essa heterogeneidade de
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expressao ainda seja na tentativa de reverter o processo tumoral. Portanto, a
partir deste trabalho, abrem-se portas para estudos especificos da regulacao
de genes com o0 AR e o ciclo celular, para o melhor entendimento acerca do

microambiente tumoral.
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Conclusao

- Os genes analisados através do ensaio HumanAndrogenTagman Plate Array

apresentam expresséo diferencial em amostras microdissecadas do grupo HPB
e CaP.

- 7 genes apresentaram maior expressao no grupo CaP em relagdo ao grupo
HPB, 40 genes apresentaram menor expressdo no grupo CaP em relacdo ao
grupo HPB, 17 genes foram expressos somente no grupo CaP, 21 genes nao
foram expressos em nenhum dos grupos e 7 genes apresentaram expressao

em ambos 0s grupos, mas nao foi possivel realizar analise entre 0s mesmos.

- A expressdo proteica do AR foi predominantemente nuclear em HPB e
citoplasmatica em CaP evidenciando que este estd em maior parte em sua
conformacao inativa no grupo CaP. A expressdao de BRCA1 demonstrou uma
fraca marcacdo em nucleos de HPB e no citoplasma do CaP, o que é
associado a problemas no transporte deste receptor e a proteina NKX3-1
apresentou intensa coloracdo tanto no nucleo quanto no citoplasma do CaP,

sendo a porcentagem maior do que no citoplasma e ndcleo do grupo HPB.

- Acredita-se que devido a reduzida expressdo génica do AR e a expressao
predominantemente citoplasmatica deste receptor, a sinalizacdo androgénica
mediada pelo AR néo estd ocorrendo de forma tdo intensa. Além disso, a
maioria dos genes que favorecem a proliferagdo e aumento da atividade
transcricional do AR estdo com expressao reduzida no CaP, e a maioria dos
genes gue sao reguladores negativos da proliferacdo e da atividade do AR séo
expressos somente no CaP ou apresentam expressdo aumentada no CaP.
Portanto, por se tratar de um CaP primario, € possivel que vias regulatérias

ainda estejas ativadas visando a contensao tumoral.
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Anexo 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes
com HPB

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Sinalizagdo androgénica em tumores de prostata

Prezado Senhor

Estamos conduzindo um estudo para identificar genes relacionados com a
formacdo de tumores prostaticos. Dentre estes, a hiperplasia prostatica benigna
consiste em uma alteracdo proliferativa que causa um crescimento benigno da
glandula prostatica, sendo considerada a doenga mais prevalente da prostata.

Como o senhor tem o diagndstico de hiperplasia prostdtica benigna e lhe foi
recomendada cirurgia para a retirada da glandula, gostariamos de convida-lo para
participar do estudo. Caso aceite, sua participacdo no estudo consistird em permitir
que tenhamos acesso ao seu prontudrio para obtencdo de informacgdes necessarias
para a pesquisa e que apos a retirada da peca cirurgica, dois pequenos fragmentos da
mesma (10 mm x 5 mm) sejam encaminhados para estudo genético (analise da
expressao de genese proteinas). O restante da peca cirurgica sera destinado ao exame
histopatoldégico normal. Portanto, ndao havera modificagdo da técnica cirdrgica. O
material serd coletado apds o término da cirurgia, e este procedimento ndo apresenta
risco adicional conhecido para sua saude, limitando-se aos procedimentos que ja serdo
usados em sua cirurgia.

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras de tecido por 5 anos em nosso
biorrepositério de pesquisa para que outras caracteristicas possam ser analisadas no
futuro, em outros trabalhos de nosso grupo (neste caso, a cada nova pesquisa
realizada o Sr. sera contatado para que assine um novo Termo de Consentimento caso
deseje participar e 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
prdstata. No entanto, os resultados deste estudo ndo trardo beneficios diretos para o
senhor.

() Aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para investigacoes
futuras.

() Ndo aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para investigacoes
futuras.

O Sr. é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa nao implicara
em prejuizo a seu atendimento neste Hospital. Ndao havera despesa para sua
participacdo neste projeto. O senhor receberd uma via deste termo de consentimento,
sendo que a qualquer momento o seu consentimento em participar deste estudo
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podera ser retirado. Todas as informacgdes obtidas estardo a sua disposi¢dao se assim
desejar. Todos os resultados referentes a pesquisa serao utilizados para fins exclusivos
de pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.

A pesquisadora responsavel por este projeto é a Prof2. Dra. llma Simoni Brum da Silva
(Laboratério de Biologia Molecular Enddcrina e Tumoral, UFRGS, telefone 51
33083559). Caso o senhor tenha qualquer duvida sobre o projeto poderd nos contatar
no telefone indicado acima. Outras dulvidas podem também ser esclarecidas junto ao
Comité de Etica em Pesquisa (CEP), de segunda a sexta-feira, das 8h as 17h no HCPA,
telefone 51 33598304.

Eu, , fui
informado dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada.
Recebi uma via deste termo de consentimento e também a garantia de resposta a
dividas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa e da seguranca da
confidencialidade dos dados obtidos.

Local e data:

Paciente ou responsavel (nome legivel):

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:
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Anexo 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes
com CaP

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Sinalizagdo androgénica em tumores de prostata

Prezado Senhor

Estamos conduzindo um estudo para identificar genes relacionados com a formagao de
tumores prostdticos. Dentre as doengas prostaticas, o cancer de préstata apresenta
alta incidéncia na populacdo e a expressdao modificada de alguns genes pode alterar o
tecido normal da prostata e levar a formagao tumoral.

Como o senhor tem o diagndstico de cancer de préstata e lhe foi recomendada cirurgia
para a retirada da glandula, gostariamos de convida-lo para participar do estudo. Caso
aceite, sua participacao no estudo consistird em permitir que tenhamos acesso ao seu
prontudrio para obtencdo de informacdes necessdrias para a pesquisa e que apos a
retirada da peca cirurgica, trés pequenos fragmentos da mesma (10 mm x 5 mm)
sejam encaminhados para estudo genético (analise da expressdo de genese proteinas).
O restante da peca cirlrgica sera destinado ao exame histopatolégico normal.
Portanto, ndo havera modificacao da técnica cirurgica. O material serd coletado apds o
término da cirurgia, e este procedimento ndo apresenta risco adicional conhecido para
sua saude, limitando-se aos procedimentos que ja serdo usados em sua cirurgia.

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras de tecido por 5 anos em nosso
biorrepositério de pesquisa para que outras caracteristicas possam ser analisadas no
futuro, em outros trabalhos de nosso grupo (neste caso, a cada nova pesquisa
realizada o Sr. sera contatado para que assine um novo Termo de Consentimento caso
deseje participar e 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 sobrisco de desenvolver tumores de
préstata. No entanto, os resultados deste estudo ndo trardo beneficios diretos para o
senhor.

() Aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para investigacdes
futuras.

() Ndo aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para investigacoes
futuras.

O Sr. é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa ndo implicard
em prejuizoa seu atendimento neste Hospital. Ndo haverd despesa para sua
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participacdo neste projeto. O senhor receberd uma via deste termo de consentimento,
sendo que a qualquer momento o seu consentimento em participar deste estudo
podera ser retirado. Todas as informagdes obtidas estardo a sua disposi¢cao se assim
desejar. Todos os resultados referentes a pesquisa serao utilizados para fins exclusivos
de pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.

A pesquisadora responsavel por este projeto é a Prof2. Dra. Ilma Simoni Brum da Silva
(Laboratério de Biologia Molecular Enddcrina e Tumoral, UFRGS, telefone 51
33083559). Caso o senhor tenha qualquer duvida sobre o projeto poderd nos contatar
no telefone indicado acima. Outras duvidas podem também ser esclarecidas junto ao
Comité de Etica em Pesquisa (CEP), de segunda a sexta-feira, das 8h as 17h no HCPA,
telefone 51 33598304.

Eu, , fui

informado dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada.
Recebi uma via deste termo de consentimento e também a garantia de resposta a
dividas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa e da segurangca da
confidencialidade dos dados obtidos.

Local e data:

Paciente ou responsavel (nome legivel):

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:




