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RESUMO

O céancer de prostata (CaP) e a hiperplasia prostética benigna (HPB) sdo as doencas
prostaticas mais comuns em idosos, e ambas sao caracterizadas por alteracées no
controle e crescimento da préstata. Os horménios esteroides, principalmente os
androgénios, desempenham um papel central na manutencdo e progressao dessas
doencas, atuando através da ativacdo de receptores intracelulares especificos. A
terapia de privacdo androgénica é uma das opcdes de tratamento mais comum para
CaP e, embora resulte em um periodo de regressao clinica, muitos pacientes evoluem
para um estagio conhecido como CaP resistente a castracdo. Diversos mecanismos
tém sido associados a esses casos de resisténcia, incluindo a ativacdo da
esteroidogénese intraprostatica e consequente producdo de androgénios e
estrogénios intratumoral. Para que esse processo ocorra, além da presenca de
precursores hormonais na prostata, é necessario a ativacdo de algumas enzimas,
como a 3[B-hidroxiesteroide desidrogenase/A5-A4 isomerase tipo 1 (3B-HSD1) e a
aromatase. Essas enzimas participam de etapas chave na via de sintese dos
esteroides sexuais e sua expressdo pode estar alterada nas doencgas prostaticas.
Além do papel dos androgénios na fisiopatologia da prostata, os estrogénios também
possuem funcgdes importantes e podem estar associados a um maior risco de CaP.
Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar a expressdo dos genes HSD3B1 e
CYP19A1, que codificam as enzimas 33-HSD1 e aromatase, respectivamente, em
tumores de prostata. A avaliacdo da expressao génica foi realizada através da técnica
de RT-gPCR em 22 amostras de CaP primario e 22 amostras de HPB provenientes
de pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. De acordo com 0S Nossos
resultados, o gene HSD3B1 foi identificado tanto em CaP quanto em HPB, porém, ndo
apresentou diferenga significativa de expressao entre os grupos analisados (P=0,25).
Ja o gene CYP19A1 foi identificado em ambos o0s grupos e apresentou diferenca
significativa entre eles, sendo maior no grupo HPB em comparacdo com o CaP
(*P=0,029). Esse resultado sugere uma possivel participacdo destes genes no
desenvolvimento e/ou progressao dessas doencas, principalmente através da sintese
intraprostatica de esteroides sexuais. Entretanto, estudos suplementares sao
necessarios para um melhor entendimento da funcédo exata que eles desempenham
e da sua influéncia na proliferagédo tumoral.

Palavras-chave: Cancer de prOstata. Hiperplasia prostatica benigna.
Esteroidogénese. Androgénios. Estrogénios.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are the most common
prostate diseases in the elderly, and both are characterized by changes in prostate
control and growth. Steroid hormones, especially androgens, play a central role in the
maintenance and progression of these diseases, acting through the activation of
specific intracellular receptors. Androgen deprivation therapy is one of the most
common treatment options for PCa, and although it results in a period of clinical
regression, many patients eventually progress to a stage known as castration-resistant
PCa. Several mechanisms have been associated with these cases of resistance,
including the activation of intraprostatic steroidogenesis and consequent production of
intratumoral androgens and estrogens. For this process occur, in addition to the
presence of hormonal precursors in the prostate, it is necessary to activate some
enzymes, such as 3B-hydroxysteroid dehydrogenase / A5-A4 isomerase type 1 (3p-
HSD1) and aromatase. These enzymes participate in key steps in the pathway of
sexual steroid synthesis and their expression may be altered in prostatic diseases. In
addition to the role of androgens in the pathophysiology of the prostate, estrogens also
have important functions and may be associated with an increased risk of PCa.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the expression of the HSD3B1 and
CYP19A1 genes, which encode the 33-HSD1 and aromatase enzymes, respectively,
in prostate tumors. The evaluation of the gene expression was performed through the
RT-gPCR technique in 22 primary PCa samples and 22 BPH samples from patients
from the Hospital de Clinicas of Porto Alegre. According to our results, the HSD3B1
gene was identified in both PCa and BPH, but did not present significant difference of
expression between the analyzed groups (P=0.25). The CYP19A1 gene was identified
in both groups and showed a significant difference between them, being higher in the
BPH group compared to the PCa (*P=0.029). This result evidences a possible
participation of these genes in the development and/or progression of these diseases,
mainly through the intraprostatic synthesis of sexual steroids. However, further studies
are needed for a better understanding of the exact function they play and their influence
on tumor proliferation.

Keywords: Prostate cancer. Benign prostatic hyperplasia. Steroidogenesis.
Androgens. Estrogens.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1 PROSTATA

A prostata € uma glandula acessoria que faz parte do sistema genital masculino
e sua principal funcdo é contribuir para formacédo do liguido seminal através da
secrecdo de um fluido alcalino composto por diversos ions e proteinas (HAYWARD;
CUNHA, 2000). A glandula normal possui forma ovéide, pesa aproximadamente 20 g
e esta localizada na base da bexiga urinaria, envolvendo parte da uretra.
Estruturalmente, ela é formada por elementos glandulares e estroma fibromuscular e
pode ser dividida em 3 regides distintas, sendo a zona de transi¢cdo e a periférica as
mais relevantes clinicamente (Figura 1). A zona de transicdo compreende 5% a 10%
do tecido glandular, e € nessa regido onde ocorre a maioria das lesdes hiperplasicas.
Ja a zona periférica compreende a maior parte do tecido glandular e é alvo de diversas
doencgas, principalmente carcinomas e prostatites. A zona central se expande em
direcdo a base da bexiga, na forma de um cone, em torno dos ductos ejaculatorios
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; WEIN et al., 2016).

Os elementos glandulares da préstata sao constituidos por ductos tubulo
alveolares revestidos por um epitélio colunar pseudoestratificado e séo responsaveis
pela producado e drenagem de secrecdes prostaticas na uretra. Esses elementos sdo
cercados por um estroma fibromuscular denso, composto principalmente por tecido
conectivo, musculo liso e diversos tipos celulares, como fibroblastos e miofibroblastos
(NIU; XIA, 2009; WHITE; XIE; VENTURA, 2013).
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Figura 1. Localizac&o das regifes prostaticas: Zona periférica (ZP), zona de transicdo (ZT) e zona
central (ZC). Adaptada de (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

O desenvolvimento da glandula prostatica é dependente de um sistema
regulatério complexo, envolvendo a participacdo dos hormonios esteroides. Esses
hormdnios exercem seu efeito bioldgico através da ligacdo a receptores intracelulares
especificos e inducdo da transcricdo de genes alvo. Além de desempenhar um papel
importante na diferenciacdo e no desenvolvimento normal da préstata, eles também
estdo envolvidos na iniciacéo e progressao de duas doencas muito prevalentes neste
orgédo: a hiperplasia prostéatica benigna e o cancer de prostata (CARVALHO-SALLES;
TAJARA, 1999).

1.2 HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA

7z

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é um diagndstico histolégico
caracterizado pela proliferacdo ndo regulada do tecido conectivo, do musculo liso e

do epitélio glandular na zona de transicdo prostatica. Essa proliferacdo celular
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progressiva leva ao aumento do volume da prostata e do tbnus muscular estromal, o
que pode causar a compressao fisica da uretra e originar diversos sintomas do trato
urinario inferior (PATEL; PARSONS, 2014). Esses sintomas podem ser separados em
sintomas de mic¢cdo e armazenamento, e entre eles destacam-se a fraqueza do fluxo
de urina, nocturia, frequéncia e urgéncia urinaria (MOBLEY; FEIBUS; BAUM, 2015).
A doenca sintomética pode afetar de diversas formas o cotidiano dos homens com
essa condicao, interferindo em atividades habituais e causando uma diminuicao geral
da qualidade de vida. Quando o tratamento néo é efetivo, pode ocorrer o0 surgimento
de infec¢des e calculos urinarios (KIRBY, 2000).

Diversos fatores podem estar envolvidos no desenvolvimento da HPB, incluindo
fatores genéticos, hormonais e ambientais. Evidéncias sugerem que alteracdes do
metabolismo e do estilo de vida sdo importantes na sua etiologia, incluindo obesidade,
diabetes, dieta e exercicio (PATEL; PARSONS, 2014). Além desses fatores, 0s
androgénios também desempenham papel importante na sua progressao, pois
alteracdes nos niveis desses horménios podem levar a proliferacdo excessiva da
glandula (CARSON; RITTMASTER, 2003). Entre as alternativas de tratamento
disponiveis, a ressecc¢dao transuretral de prostata € a terapia padrdo mais utilizada. No
entanto, recentemente, com o surgimento de novas abordagens terapéuticas, outras
opcOes podem ser destacadas, como prostatectomia a laser, insercdo de stents
prostaticos, bloqueio a-adrenérgico e terapia hormonal (BARRY et al., 2017).

A HPB é uma doenca muito prevalente, principalmente em homens mais
velhos, afetando cerca de 50% dos homens com mais 50 anos de idade, com um
aumento para 80% aos 80 anos de idade (CHUGHTAI et al., 2016). Nos Estados
Unidos, cerca de 400.000 prostatectomias sdo realizadas anualmente, sendo um

procedimento cirdrgico muito comum em idosos (BARRY et al., 2017).

1.3 CANCER DE PROSTATA

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (2018), o cancer de prostata
(CaP) é o segundo cancer mais frequente entre homens no Brasil (atras apenas do
cancer de pele do tipo ndo-melanoma) e o quarto tipo considerando ambos 0s sexos.

Pelo fato de afetar um grande numero de homens, geralmente com mais de 65 anos
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de idade, ele é classificado como um céncer da terceira idade no mundo. Para o ano
de 2018, no Brasil, foram estimados cerca de 68.220 novos casos da doenca para
cada 100 mil habitantes. Somente em Porto Alegre foram estimados 890 novos casos
de CaP. A sua incidéncia varia pelo mundo, apresentando taxas mais elevadas nos
paises ocidentais, e taxas mais baixas em paises do leste asiatico. Nos Estados
Unidos foram estimados 161,360 novos casos e 26,730 mortes pela doenca para o
ano de 2017 (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). A figura 2 ilustra a distribuicdo
geografica dos canceres mais prevalentes em homens no mundo, e evidencia o maior

numero de casos de CaP no continente americano.

EProstata
[Pulmio
BmEstomago

Figado
[ Sarcoma de Kaposi
[Esofago
[ Cavidade oral

Bexiga
lLinfoma n3o-Hodgkin
[IWiColorretal

Figura 2. Canceres mais prevalentes em homens no mundo: O maior nimero de casos
diagnosticados de CaP é observado no continente americano. Adaptada de (CENTER et al., 2012).

Alguns fatores de risco importantes para o desenvolvimento da doenca séao a
raca e a idade. Dados mostram que afro-americanos apresentam as maiores taxas de
CaP no mundo, e que a sua incidéncia e mortalidade aumentam exponencialmente a
partir dos 50 anos de idade, sendo rara a sua ocorréncia antes desse periodo
(CRAWFORD, 2003). Além desses dois fatores, a histdria familiar € outro fator de risco
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estabelecido, visto que, parentes de primeiro grau de homens que possuem a doenca
tem o dobro do risco de desenvolvé-la (EELES et al., 2013).

A maior parte dos carcinomas de prostata envolve a zona periférica da
glandula, porém, com a progressao tumoral, ele pode prolongar-se pela capsula e
crescer em direcdo a zona central (LEE et al., 1985). Metastases podem ocorrer em
diferentes locais, mas os mais comumente afetados s&o 0s 0ssos, nédulos linfaticos,
pulmdes e figado (KRISHNA; BERGAN, 2014). Outra caracteristica do CaP € a
capacidade de produzir padrdes arquitetdnicos distintos e multiplos que geralmente
sao expressos dentro do mesmo tumor. Baseado nisso, o sistema de classificacao
histoldgica elaborado por Gleason classifica o cancer de acordo com a sua aparéncia
microscopica através de um escore que varia de 2 a 10. Essa escore € o resultado da
soma de dois graus presentes no tumor. Esses graus variam de 1 a 5, sendo que o
grau primario representa a maior parte do tumor e o grau secundario esta relacionado
a menor parte dele. A soma desses dois graus fornece o valor final do escore. Quanto
mais alto esse valor, mais agressivo € o tumor e pior é o prognéstico do paciente. Por
exemplo, um escore de Gleason 7 pode resultar da soma dos graus 3+4 ou 4+3. Neste
altimo caso o prognostico € pior pois 0 grau mais agressivo (4) é predominante
(HAMMERICH; AYALA; WHEELER, 2009).

Atualmente as principais ferramentas para diagnostico do CaP incluem o
exame de toque retal, biépsia guiada por ultrassom transretal e a dosagem do nivel
sanguineo do antigeno prostatico especifico (PSA) (MOTTET et al., 2017). O PSA é
oriundo do epitélio prostatico e normalmente € secretado no sémen. Sua principal
funcdo é clivar e liquefazer o codgulo seminal formado apés a ejaculacdo. Ele € um
importante marcador biol6gico de alteracdes prostaticas e em situa¢cdes normais nao
ultrapassa o valor de 4,0 ng/mL. Apesar da andlise do PSA ser o exame mais utilizado,
ele possui limitacdes, visto que ndo é especifico para o cancer, e achados anormais
podem ser causados tanto por HPB quanto por prostatites (KUMAR; ABBAS; ASTER,
2013).

A maioria dos casos de CaP com diagndstico precoce sdo de baixo risco e
exigem minima intervencdo terapéutica. Porém, em aproximadamente 8% dos
pacientes, a doenca € avancada ou metastatica, sendo necessario outras
intervencdes para controlar a sua progressdo (WADOSKY et al.,, 2017). Ademais,
cerca de 90% dos canceres identificados se apresentam clinicamente localizados no

momento do diagnostico (ABESHOUSE et al., 2015). As principais modalidades de
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tratamento para o CaP localizado incluem a prostatectomia radical,
prostatovesiculectomia, braquiterapia, radioterapia externa e observacdo (RHODEN,;
AVERBECK, 2010). Para o cancer avancado ou metastatico a terapia de privacéo
androgénica (ADT) é o tratamento de escolha, visto que o crescimento de células do
CaP é dependente dos androgénios (NOGUEIRA et al., 2016).

1.4 HORMONIOS ESTEROIDES

Os hormonios esteroides atuam na regulacdo de processos fisioldgicos e do
desenvolvimento em diversos estagios da vida fetal e adulta (MILLER; AUCHUS,
2011). Tais hormonios podem ser produzidos por diversos 6rgaos, como por exemplo,
os testiculos, glandulas adrenais, ovarios, placenta e cérebro, sendo suas acfes
fundamentais para funcao reprodutiva normal e homeostase do organismo (BENNETT
et al., 2012). O processo de producdo desses hormdnios é conhecido por
esteroidogénese, e a partir dele tem-se a formacdo de glicocorticoides,
mineralocorticoides e esteroides sexuais. Estes ultimos sdo subdivididos em
androgénios, estrogénios e progestagenos, e apés sua liberacdo na corrente
sanguinea, sdo capazes de exercer seus efeitos nos érgdos alvo através da ligacéo a
receptores especificos (MILLER; AUCHUS, 2011).

Os hormonios esteroides sao sintetizados a partir do colesterol e, por acao
enzimatica, seguem rotas distintas para a formacdo de determinados produtos. A
alteracdo em apenas uma enzima da rota pode levar a formacéao de tipos e proporcées
hormonais distintas (AIRES, 2012). Os primeiros passos da esteroidogénese ocorrem
da mesma maneira nos diferentes tecidos, e o colesterol, como o principal precursor,
estd presente em todos os tipos teciduais (CERQUEIRA et al., 2016). A primeira
reacdo do processo ocorre com o transporte do colesterol através da membrana
mitocondrial da célula e sua posterior conversdo em pregnenolona (P5) pela enzima
desmolase, também conhecida como enzima de clivagem da cadeia lateral do
citocromo P450 (P450scc) (HOFLAND et al., 2010). A P5, por sua vez, € catalisada
por duas enzimas, a 3B-hidroxiesteroide desidrogenase/A5-A4 isomerase (33-HSD) e
a 17a-hidroxilase/17,20-liase do citocromo P450 (P450c17) (MILLER, 1988). Essas

reacoes envolvem duas vias interligadas (conhecidas como A5 e A4) e ambas utilizam
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P5 como substrato precursor e 33-HSD e P450c17 como enzimas chave (NGUYEN
et al., 2012).

Como pode ser observado na figura 3, a enzima P450c17 é essencial na via
esteroidogénica, pois possui atividade enzimatica dupla: 17a-hidroxilase e 17,20-liase.
A atividade 17a-hidroxilase é responséavel pela conversao de progesterona (P4) em
17a-hidroxiprogesterona e P5 em 17a-hidroxipregnenolona. J4 a atividade 17,20-liase
€ responsavel pela conversdo dos substratos formados pela 17a-hidroxilase em
desidroepiandrosterona (DHEA) e androstenediona (A4) (precursores da biossintese
dos androgénios) (LUU-THE; BELANGER; LABRIE, 2008). A DHEA, por sua vez,
pode ser catalisada por duas enzimas: a 173-hidroxiesteroide desidrogenase (173-
HSD), que da origem ao androstenediol, e a 3B-HSD que da origem a
androstenediona. Tanto o androstenediol quanto a androstenediona podem ser
convertidos em testosterona pelas enzimas 33-HSD e 17B3-HSD, respectivamente
(FLUCK; MILLER; AUCHUS, 2003). A aromatizacdo de androgénios a estrogénios, e
a conversao de A4 para estrona (E1) é realizada pela aromatase do citocromo P450
(MILLER, 1988).
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Figura 3. Esteroidogénese: Etapas envolvidas na biossintese dos esteroides sexuais. A conversdo
de DHEA em androstenediol ndo esta representada na imagem. Adaptada de (AIRES, 2012).

1.4.1 3B-hidroxiesteroide desidrogenase/A5-A4 isomerase

A enzima 3B-hidroxiesteroide desidrogenase/A5-A4 isomerase (33-HSD) faz
parte do grupo de enzimas envolvidas na sintese dos hormonios esteroides em
humanos. Essa enzima atua principalmente através da oxidacédo e isomerizacédo de
precursores da via A5 para a via A4, uma etapa essencial para a sintese hormonal.
Atualmente existem dois subtipos conhecidos, classificados como 33-HSD tipo 1 e
tipo 2, e codificados pelos genes HSD3B1 e HSD3B2, respectivamente (SIMARD et
al., 2005). O primeiro subtipo ja foi identificado na placenta e na prostata, enquanto o
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segundo é expresso majoritariamente na glandula adrenal, ovarios e testiculos. Além
disso, acredita-se que a principal fungdo da enzima 3B-HSD1 seja converter seus
substratos na circulagdo em esteroides sexuais nos tecidos, incluindo a testosterona,
DHT e estrogénios. Ja o papel fisioldégico da 3-HSD2, além de estar relacionado com
a sintese de precursores necessarios para a sintese de esteroides sexuais, também
esta relacionado a sintese de precursores para a produgdo de cortisol e aldosterona
(HETTEL; SHARIFI, 2017; RAHMAN; HOFLAND; FOSTER, 2016).

De um modo geral, essa enzima faz parte de todas as reacbes que envolvem
a transformacédo de substratos da via A5 para a A4, sendo sua presencga e atividade
enzimatica essencial para a formagédo dos androgénios a partir dessa via (MILLER,
1988).

COLESTEROL
¥ P450sce
36-HSD
PREGNENOLONA > PROGESTERONA
V Pasc17 W P450c17
17a-HIDROXIPREGNENOLONA —£225, 42 LIDROXIPROGESTERONA
¥ Pasoct? { Pas0c17
DESIDROEPIANDROSTERONA —E22 5 ANDROSTENEDIONA
¥ 17p-HSD { 176-HSD
3B-HSD
ANDROSTENEDIOL > TESTOSTERONA
Via A5 Via A4

Enzimas:

P450scc: Desmolase

P450c17: 17a-hidroxilase/17,20-liase
17p-HSD: 17B-hidroxiesteroide desidrogenase
3p-HSD: 3p-hidroxiesteroide desidrogenase

Figura 4. Vias A5 e A4: Representacdo esquemética das vias envolvidas na sintese dos hormdnios
esteroides em humanos. Adaptada de (FLUCK; MILLER; AUCHUS, 2003).
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1.4.2 Aromatase

A enzima aromatase (ARO) é codificada pelo gene CYP19A1 e pertence ao
grupo das enzimas do citocromo P450. Ela € composta por 503 aminoacidos e um
grupo heme contendo ferro. Sua principal fungcdo consiste na aromatizacdo de
androgénios a estrogénios, mais especificamente, a transformagé&o de androstendiona
em estrona e de testosterona em estradiol (Figura 5) (THOMAS; POTTER, 2013).

0 0O
1
——-’
0 HO
Androstenediona Estrona
OH OoH
O HO
Testosterona ‘Estradiol
Enzimas:

1. Aromatase
2. 17B-hidroxiesteroide desidrogenase

Figura 5. Aromatase: Reag¢8es que envolvem a enzima aromatase no processo de sintese dos
esteroides sexuais. Adaptada de (AIRES, 2012).

A presenca dessa enzima na prOstata € controversa. Diversos estudos ja
demonstraram que ela esta presente e ativa nesse 6rgao, porém, outros nao foram
capazes de identifica-la (ELLEM; RISBRIDGER, 2010). Atualmente, j4 se sabe que,
pela sua atuacdo na sintese de estrogénios, ela possui papel significativo na
progressdo de tumores dependentes desses horménios, como o cancer de mama
(KAO et al., 1998). Dada a similaridade de desenvolvimento entre os tecidos da mama
e da prostata, a atividade anormal da aromatase pode desempenhar um papel
importante da patogénese do CaP (ELLEM; RISBRIDGER, 2010).
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1.4.3 Androgénios

O desenvolvimento da prostata normal, assim como do CaP e da HPB, séo
dependentes dos androgénios (CARSON; RITTMASTER, 2003). Os androgénios sao
hormonios esteroides responsaveis pelo crescimento e manutencdo dos 6rgaos
genitais masculinos e das caracteristicas sexuais secundérias (BASU; TINDALL,
2010). No homem, a maior parte dos androgénios é fornecida pelos testiculos e uma
pequena parte pela glandula adrenal, sendo a testosterona o principal horménio
produzido. Nas células secretoras da prostata, a testosterona é convertida pela
enzima 5a-redutase em diidrotestosterona (DHT), horménio que possui maior
afinidade pelo receptor de androgénios (AR) (AIRES, 2012; GUYTON; HALL, 2011).

Os androgénios, principalmente a DHT exercem papel fundamental no
desenvolvimento da préstata e qualquer alteracéo na sua funcéo ou nos seus niveis
pode levar a proliferacdo excessiva da glandula e ao desenvolvimento de doencas
proliferativas (CARSON; RITTMASTER, 2003; HEINLEIN; CHANG, 2004). As células
tumorais da préstata sdo altamente dependentes desses horménios, e é por esse
motivo que elas necessitam expressar o AR. Com base nessa dependéncia,
estratégias terapéuticas como a terapia de privacdo androgénica (ADT), que tem por
objetivo a reducéo dos niveis sanguineos de testosterona, tanto por castracao quimica
(farmacoldgica) quanto cirargica (remocdo dos testiculos), sdo predominantes
(CICCARESE et al., 2016).

Na maioria dos pacientes, a ADT é eficaz inicialmente, porém, essa resposta €
de curta duragcédo, e a maioria dos tumores volta a progredir, 0 que caracteriza 0
estagio conhecido como CaP resistente a castracdo (CRPC) (LIU et al., 2014). Uma
vez que a disponibilidade de androgénios da corrente sanguinea torna-se limitada, as
células tumorais sdo capazes de se adaptar ao novo ambiente e desenvolver outros
mecanismos para manter a proliferacao tumoral. Dentre estes mecanismos podemos
destacar a ativacdo da esteroidogenese intraprostatica (ZHOU; BOLTON; JONES,
2014).

1.4.4 Esteroidogénese intraprostatica
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A maior parte da testosterona em homens normais é produzida pelos testiculos,
e a glandula adrenal contribui apenas com pequenas quantidades desse hormonio.
Porém, embora a contribuicdo seja minima, a adrenal € capaz de produzir niveis
significativos de precursores para a sua formac&o como, por exemplo: DHEA, sulfato
de DHEA e androstenediona, os quais sdo liberados na corrente sanguinea e
captados pelos tecidos. Se o tecido possuir a maquinaria enzimatica necessaria,
esses precursores podem entdo ser convertidos em androgénios e estrogénios mais
potentes (RUBINOW, 2018; SCHIFFER; ARLT; STORBECK, 2018).

Como j& comentado, pacientes submetidos & ADT acabam desenvolvendo,
apos determinado periodo, o estagio conhecido como CaP resistente a castracao, e
um dos possiveis mecanismos envolvidos é a ativacdo da esteroidogénese
intraprostatica e consequente producéo de androgénios intratumoral (LIU et al., 2014).
Essa hipotese é reforcada pela presenca de niveis iguais desses hormonios em tecido
prostético de pacientes com CaP antes e apds a ADT, o que ndo condiz com a reducéo
observada no sangue (ARMANDARI et al., 2014).

Atualmente existem duas possibilidades para a sintese de androgénios
intraprostatica, sendo elas a producdo de androgénios de novo a partir do colesterol
e através de precursores adrenais, ambos os casos acompanhados do aumento da
expresséo génica de diferentes enzimas que medeiam o metabolismo intracelular dos
esteroides a testosterona e DHT (DAI; HEEMERS; SHARIFI, 2017). Para que esses
processos ocorram, além da presenca dos precursores hormonais, € necessario a
presenca e ativacdo de enzimas especificas na préstata. A expressao dessas enzimas
€ essencial para manter a sintese hormonal persistente e por esse motivo elas
tornaram-se alvos de diversas pesquisas (HETTEL; SHARIFI, 2017).

De acordo com estudos realizados, os precursores adrenais podem ser
convertidos em testosterona e DHT por células prostaticas, e a producdo de
esteroides sexuais de novo a partir do colesterol também é possivel. Esse ultimo
processo, que antes acreditava-se ser exclusivo das génadas e glandulas adrenais,
ja foi identificado em outros tecidos e tipos celulares, como 0s rins, neurdnios,
astrocitos, queratinocitos, adipocitos e trofoblastos placentarios (RUBINOW, 2018)
Além disso, um estudo envolvendo xenoenxertos de LNCaP mostrou que a expressao
de enzimas necessarias para a sintese de androgénios de novo a partir do colesterol

foi detectada tanto a nivel génico quanto proteico, o que corrobora com a hipétese de
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que as células tumorais podem utilizar o colesterol como precursor (ARMANDARI et
al., 2014; KNUUTTILA et al., 2018).

1.4.5 Estrogénios

Com base em diversas pesquisas envolvendo a prostata, € possivel observar
um consenso a respeito da importancia dos androgénios no desenvolvimento e
homeostase da glandula, assim como na patogénese do CaP e da HPB. Porém, eles
ndo sdo os Unicos envolvidos nos processos fisiopatolégicos relacionados a essa
glandula (ELLEM; RISBRIDGER, 2010). Os estrogénios envolvem um grupo de
horménios compostos por 18 carbonos e que pode ser subdividido em 3 tipos
hormonais estruturalmente semelhantes: estrona (E1), estradiol (E2) e estriol (E3),
sendo o E2 o mais potente (THOMAS; POTTER, 2013). Esses horménios atuam
através da ligacdo ao receptor de estrogénio alfa e beta (ERa e ER,
respectivamente), e sua regulacdo tem sido considerada um dos fatores de risco
associados ao desenvolvimento da HPB e do CaP (ELLEM; RISBRIDGER, 2010). O
mecanismo de acdo exato desses receptores nas doencgas prostaticas ainda ndo esta
totalmente compreendido, porém, sugere-se que a ativacdo do subtipo a resulte em
hiperplasia, inflamacéo e displasia (ELLEM; RISBRIDGER, 2009).

Os estrogénios atuam no desenvolvimento e funcdo da prostata direta e
indiretamente em diversos estagios da vida masculina, incluindo a agdo na regulacéo
do crescimento e da diferenciacdo da glandula. A regulacao indireta ocorre através da
interferéncia da producdo dos androgénios pela inibicdo do eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal, e a direta, principalmente pela metabolizacdo local de
androgénios a estrogénios pela enzima aromatase (HARKONEN; MAKELA, 2004).
Outro fator importante relacionado a androgénios e estrogénios, é que enquanto 0s
niveis séricos do primeiro diminuem com o envelhecimento, o do segundo aumentam
ou permanecem iguais. Esse aumento acentuado da proporcdo de estrogénios em
relacdo aos androgénios, e o consequente desequilibrio nos niveis desses hormonios
pode estar relacionado ao crescimento prostatico anormal e a possiveis
transformacdes malignas (CARRUBA, 2013; ELLEM; RISBRIDGER, 2010).



22

2 JUSTIFICATIVAS

As doencas prostaticas possuem alta relevancia clinica tanto pela frequéncia
com que ocorrem quanto pelo comprometimento da qualidade e expectativa de vida
dos seus portadores, afetando um grande nimero de homens com idade avancada.
Com base nisso, faz-se necessario um melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos na reativacdo da sinalizacdo androgénica em pacientes com CaP, e na
consequente resisténcia tumoral a diversas terapias existentes. Além disso, a
identificacdo e andlise de enzimas que podem estar envolvidas na sintese
intraprostatica de horménios esteroides pode contribuir para a elucidacdo desses
mecanismos, e possui grande importancia pelo seu possivel envolvimento na

progressao tumoral e no desenvolvimento da resisténcia a terapia hormonal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse estudo foi avaliar a expressdo dos genes HSD3B1 e
CYP19A1, que codificam as enzimas 33-HSD1 e ARO, respectivamente, em amostras
de tecido de cancer de prostata primério e hiperplasia prostatica benigna.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— ldentificar os genes HSD3B1 e CYP19A1 em amostras tecido de cancer de
préstata primario escore de Gleason 6 e 7 e hiperplasia prostatica benigna.

— Comparar a expresséao dos genes HSD3B1 e CYP19A1 em amostras de tecido
de cancer de préstata primario escore de Gleason 6 e 7 com amostras de tecido

de hiperplasia prostatica benigna.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

TRABALHO EXPERIMENTAL

NA FORMA DE ARTIGO CIENTIFICO

Com intencao de publicagéo no periddico “The prostate” este artigo esta

formatado nos moldes exigidos pela revista (normas no anexo A).
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ABSTRACT

Background: Prostate cancer (PCa) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are the
most common prostatic diseases in the elderly, and both are characterized by changes
in prostate control and growth. Steroid hormones, mainly androgens, play a central
role in the maintenance and progression of these diseases, acting through the
activation of specific intracellular receptors. One of the most common treatments for
PCa is androgen deprivation therapy (ADT), and although it results in a period of
clinical regression, many patients progress to a condition that is refractory to androgen
depletion. Some mechanisms have been associated with these cases of resistance,
including the activation of intraprostatic steroidogenesis, and consequent production
of intratumoral androgens and estrogens. For this process to occur, in addition to the
presence of hormone precursors in the prostate, specific enzymes such as 3B-
hydroxysteroide dehydrogenase / A5-A4 isomerase type 1 (3-HSD1) and aromatase
(ARO) are required. These enzymes participate in key steps in the pathway of sexual
steroid synthesis and their expression may be altered in prostatic diseases. Therefore,
the analysis of the HSD3B1 and CYP19A1 genes, which encode the 33-HSD1 and
ARO enzymes, respectively, may allow a better understanding of the pathogenesis of
PCa and BPH.

Methods: Gene expression of HSD3B1 and CYP19A1 was performed by RT-gPCR in
22 samples of primary PCa and 22 samples of BPH from patients of the Hospital de
Clinicas of Porto Alegre.

Results: The HSD3B1 gene was identified in both PCa and BPH, but did not present
significant difference of expression between the analyzed groups (P=0.25). The
CYP19A1 gene was identified in both groups and showed a significant difference
between them, being higher in the BPH group compared to the PCa (*P=0.029).
Conclusion: This result evidences the possible participation that these genes have in
the pathogenesis of PCa and BPH. However, further studies are needed to better
understand the influence that the steroidogenic pathway has on the development of
prostate tumors.

KEYWORDS: Prostate cancer. Benign prostatic hyperplasia. Steroidogenesis.
Androgens. Estrogens.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer?, o cancer de prostata (CaP) é o
segundo cancer mais frequente entre os homens no Brasil e o quarto tipo
considerando ambos os sexos. Pelo fato de afetar um grande nimero de homens a
partir dos 65 anos de idade, ele é classificado como um cancer da terceira idade no
mundo. Diversos fatores de risco podem estar associados ao seu desenvolvimento,
incluindo a raca, idade e histéria familiar da doenca.?® Atualmente, as principais
ferramentas de diagnostico disponiveis incluem o exame de toque retal, bidpsia
guiada por ultrassom transretal e a dosagem do nivel sanguineo do antigeno
prostatico especifico (PSA).* Apesar da andlise do PSA ser o exame mais utilizado,
ele possui limitagdes, visto que ndo € especifico para o cancer, e achados anormais
podem ser causados tanto por hiperplasia prostatica benigna (HPB) quanto por
prostatites.> A HPB é caracterizada pela proliferacéo néo regulada do musculo liso, do
tecido conectivo e do epitélio glandular na zona de transicdo prostatica. Ela pode
causar compressao fisica da uretra pelo aumento progressivo do volume da préstata
e do tdnus muscular estromal, e originar diversos sintomas do trato urinario inferior.®
Sua incidéncia é alta em homens mais velhos, afetando cerca de 50% dos homens
com mais 50 anos de idade, com um aumento para 80% aos 80 anos de idade.’

Tanto o CaP quanto a HPB séo dependentes dos androgénios para o seu
desenvolvimento.?2 Os androgénios sdo hormonios esteroides responsaveis pelo
crescimento e manutencéo dos 0rgaos reprodutores masculinos e das caracteristicas
sexuais secundarias.® O primeiro passo da sintese de todos os esteroides é a
conversdo do colesterol em pregnenolona (P5). Essa conversdo é catalisada pela

enzima de clivagem de cadeia lateral do citocromo P450 (P450scc). A P5, por sua
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vez, é catalisada por duas enzimas, a 3[B-hidroxiesteroide desidrogenase/A5-A4
isomerase (3B-HSD) e a 17a-hidroxilase/17,20-liase do citocromo P450 (P450c¢17).1°
Essas reagcfes envolvem duas vias interligadas (conhecidas como A5 e A4) e ambas
utilizam P5 como substrato precursor e 33-HSD e P450c17 como enzimas chave.!
Os produtos destas reacdes inter-relacionadas sado de dois grupos principais de
esteroides, a progesterona (P4) e 17a-hidroxiprogesterona (170H-P4), e androgénios
como a desidroepiandrosterona (DHEA) e a androstenediona (A4). A aromatizacdo de
androgénios a estrogénios, e a conversao de A4 para estrona (E1) é catalisada pela
aromatase do citocromo P450 (ARO).10

Em homens, a maior parte dos androgénios é fornecida pelos testiculos e uma
pequena parte pela glandula adrenal, sendo a testosterona o principal hormdnio
produzido.'>'3 Nas células secretoras da prostata, a enzima 5a-redutase converte a
testosterona em diidrotestosterona (DHT), a qual possui maior afinidade pelo receptor
de androgénios (AR).1*1> Assim como a préstata normal, o CaP também é dependente
desses hormdnios, e por esse motivo as células tumorais necessitam expressar o AR.
Com base nessa dependéncia, estratégias terapéuticas como a terapia de privacédo
androgénica (ADT), que tem por objetivo a reducdo dos niveis de testosterona
circulantes, séo predominantes.® Apesar da terapia funcionar inicialmente, a resposta
€ de curta duracdo, e a maioria dos tumores progride para um estagio conhecido como
CaP resistente a castracdo (CRPC). Diversos mecanismos tém sido associados a
esses casos de resisténcia, incluindo a possibilidade da ativagcéo da esteroidogénese
intraprostatica e consequente sintese de androgénios intratumoral.1®

Embora a maior parte da testosterona, em homens normais, seja produzida
pelos testiculos, e glandula adrenal contribua apenas com pequenas quantidades

desse horménio, a sintese intratumoral de androgénios a partir de precursores
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adrenais ou de novo a partir do colesterol pode representar uma fonte substancial de
testosterona e DHT em pacientes tratados com a ADT.1” Ademais, para que esses
processos ocorram, além dos precursores hormonais, € necessario a presenca e
ativacdo de enzimas especificas na prostata.’® Entre essas enzimas, a 3B-
hidroxiesteroide desidrogenase/A5-A4 isomerase tipo 1 (3B-HSD1) € de grande
importancia, pois faz parte de todas as reacdes que envolvem a transformacéo de
substratos da via A5 para a via A4, sendo sua presenca e atividade enzimatica
essencial para a formacéo dos androgénios.1019

E certo que os androgénios possuem grande importancia no desenvolvimento
da prostata, porém, eles ndo sédo os Unicos envolvidos nos processos fisiopatoldgicos
relacionados a esse 6rgdo.?° Os estrogénios envolvem um grupo de horménios
subdividido em 3 tipos hormonais estruturalmente semelhantes: estrona, estradiol e
estriol.?! Esses hormoénios podem atuar direta ou indiretamente em diversos estagios
da vida masculina. A regulacdo indireta ocorre através da interferéncia da producéo
dos androgénios pela inibicdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, e a direta,
principalmente pela metabolizagéo local de androgénios a estrogénios pela enzima
aromatase.?> Na prostata os estrogénios podem se ligar a receptores especificos
como o ERa e ERpB, e a regulagdo desses receptores tem sido associada ao
desenvolvimento do CaP e da HPB.?°

Outro fator importante é que enquanto 0s niveis séricos dos androgénios
diminuem com o envelhecimento, os niveis de estrogénios aumentam ou permanecem
constantes. O desequilibrio nos niveis desses hormoénios pode estar relacionado ao
crescimento prostatico anormal e a possiveis transformacdes malignas.?%23 Devido a

isso, é importante considerar o papel da enzima aromatase nas doencas prostaticas
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e sua influéncia na alteracdo do equilibrio na relacdo entre androgénios e

estrogénios.?*

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento do estudo

Estudo transversal.

2.2 Critérios de inclusao e exclusao

Todas as amostras do estudo séo provenientes de pacientes do Servico de
Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e foram divididas em dois
grupos: HPB e CaP. Para o primeiro grupo foram selecionados 25 pacientes
submetidos a cirurgia para HPB, com diagnéstico comprovado por exame
anatomopatoldgico, com volume prostatico medido por ecografia abdominal acima de
30g, toque retal sem suspeita de neoplasia, que nao estivessem fazendo
quimioterapia e sem diagndstico de neoplasia concomitante. Para o segundo grupo,
foram selecionados 25 pacientes submetidos a cirurgia para CaP com diagndstico
comprovado por exame anatomopatoldgico, com idade entre 40 e 85 anos, que nao

haviam recebido quimioterapia e sem diagnostico de outra neoplasia concomitante.

2.3 Coleta das amostras
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As amostras de tecido prostatico maligno foram coletadas no transoperatorio
das cirurgias de prostatovesiculectomia e prostatectomia radical, nas quais é feita a
retirada da préstata. O procedimento inicial de coleta foi realizado pelo médico
urologista, que localiza o nédulo tumoral na préstata, faz a sua retirada e, por fim, a
divisdo em dois fragmentos. Um dos fragmentos foi enviado para o Servico de
Patologia a fim de confirmar o diagndstico e o outro foi coletado em um criotubo
plastico de 2,0 mL, contendo RNAIlater, para transporte e armazenamento em freezer
-80°C.

As amostras de HPB foram coletadas no transoperatério das cirurgias de
prostatectomia aberta e resseccéao transuretral (RTU), nas quais foi feita a coleta de
pequenos fragmentos da prostata, e estes foram armazenados em 2 criotubos de 2,0

mL contendo RNAIlater, para transporte e armazenamento em freezer -80°C.

2.4 Exame Anatomopatolégico e classificacao dos tumores

O exame anatomopatol6gico das amostras de tecido prostatico e a confirmacéao
da presenca ou auséncia de tecido tumoral nas mesmas foi realizado pelo Servigo de
Patologia do HCPA.

A classificacao histol6gica da agressividade do tumor também foi realizada pelo

Servico de Patologia do HCPA, e seguiu a classificacdo desenvolvida por Gleason.

2.5 Populagéo e amostra

O calculo do tamanho da amostra para analise da expressao génica no tecido

prostatico foi calculado pelo programa WinPepi, utilizando-se dados de estudos
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prévios do nosso grupo de pesquisa.®® Foi estabelecido um nivel de significancia de
0,05, um poder estatistico de 90% e diferenca entre as médias de 0,1 unidades
arbitrarias, chegando-se a um N de 25 pacientes por grupo. A populacdo em estudo
foi constituida por pacientes masculinos com diagnostico de HPB ou CaP.

Todos os pacientes foram consultados sobre a coleta e utilizacdo do material,
e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1).

Os dados referentes a idade dos pacientes, PSA pré-operatério e escore de

Gleason foram obtidos dos prontuarios e registros do HCPA.

2.6 Aspectos éticos

Esse trabalho faz parte de um estudo maior intitulado “ldentificacdo da
presenca de isoformas do receptor de androgénios (AR) em tumores de préstata” que
foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
e foi aprovado em seus aspectos éticos e cientificos, sob o nimero 12-0320.

O tecido prostatico utilizado foi proveniente de material de descarte de
pacientes submetidos as cirurgias de RTU de prostata, prostatectomia aberta,
prostatectomia radical ou prostatovesiculectomia. Aos pacientes, foi garantido sigilo
quanto as informacBes obtidas e seu uso foi absolutamente restrito para fins de

pesquisa cientifica.

2.7 Extracado de RNA total e sintese de cDNA

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol, seguindo o

protocolo do fabricante. Posteriormente foi realizada a quantificagdo do RNA em um
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espectrofotometro para acidos nucléicos (NanoDrop 2000 Spectrophotometer,
Thermo Fisher Scientific, EUA) nos comprimentos de onda de 260 e 280nm, a partir
de 1uL da solucdo de RNA total. A pureza do RNA foi considerada satisfatéria quando
a razao das absorbancias a 260 e 280 nm foi superior a 1,6. Por fim, o DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 2ug do RNA total, utilizando o conjunto
de reagentes GoScript Reverse Transcription System (Promega Corp., Madison, WI,

USA), seguindo o protocolo do fabricante.

2.8 Desenho dos oligonucleotideos (primers)

Os pares de primers para cada gene foram desenhados através da ferramenta

PrimerQuest do site IDT— Integrated DNA Technologies, e as sequéncias obtidas para

cada gene estéo listadas na tabela I.

Tabela l. Sequéncia de primers dos genes HSD3B1, CYP19A1 e Bam.

Gene Sequéncia (5'-3’)

HSD3B1

Sense CGGCTAACGGGTGGAATCTG

Antisense CCCCATAGATATACATGGGTCGTAAG
CYP19A1

Sense TGACCAATGAATCGGGCTATG

Antisense GTCCAAAGGGATCCTCAAGAAG
B2m

Sense CTATCCAGCGTACTCCAAAG

Antisense ACAAGTCTGAATGCTCCACT

[B2m: B2-microglobulina.
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2.9 Amplificacéo por RT-gPCR

A analise da expressao dos genes de interesse foi realizada pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real a partir de transcricao reversa (RT-
gPCR), utilizando a Power SYBR green PCR Mastermix (Applied Biosystems). No
presente estudo as amostras de cDNA foram amplificadas pelo aparelho
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) com um volume total de
12,5 pL por reacao, sendo 6,25 pyL de SYBR Green Master Mix, 1 yL de ROX, 0,2 uL
de primer sense e antisense, 3,85 uL de H20 e 1 pyL de amostra diluida 1:5 para os
genes B2m, HSD3B1 e CYP19Al1. A amplificagdo das amostras foi realizada em
duplicata em placas de 96 pocos.

As condi¢des da reacdo foram: desnaturacao a 95°C por 2 minutos, e 40 ciclos
continuando a desnaturacdo em 95°C por 30 segundos e anelamento a 60°C por 3
minutos. Uma curva padrdo com 5 pontos em duplicata com uma diluicdo seriada de
cDNA foi utilizada para quantificar as amostras (quantificacdo relativa). O gene [32-
microglobulina (B2m) foi utilizado como controle end6geno da reacao, pois de acordo
com testes realizados pelo nosso grupo de pesquisa, ele mostrou-se mais adequado
em relacdo a outros genes analisados.

Informacdes referentes a amplificacdo dos genes e eficiéncia (%) das curvas
padrdao para cada um dos genes em estudo estdo representados nos materiais

suplementares.

2.10 Analise estatistica
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A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk. Como a
expressao dos genes analisados ndo apresentou distribuicdo normal, utilizamos o
teste de Mann-Whitney. A expresséo génica foi considerada significativa quando o
P<0,05. Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa SPSS 20

(Statistical Package for the Social Sciences).

2.11 Local de realizacéo do projeto

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biologia Molecular
Endocrina e Tumoral, do Departamento de Fisiologia, lotado no Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude — ICBS da UFRGS, que dispde da infraestrutura necessaria para a

execucao desse trabalho.

3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas das amostras analisadas:

As principais caracteristicas das amostras estudadas estdo apresentadas na
tabela Il. A mediana de idade (percentil 25-75) n&o foi diferente entre os grupos, sendo
igual a 73,0 (66,5- 79,2) para o grupo HPB e 71,5 (68,7- 73,5) para o grupo CaP
(P=0,371). A mediana da dosagem sérica de PSA pré-operatério foi de 5,0 (2,7-8,5)
ng/dL no grupo HPB e 6,0 (5,45-10,96) ng/dL no grupo CaP, sendo maior no grupo
CaP em comparacao ao grupo HPB (*P=0,03). O escore de Gleason foi avaliado
somente no grupo CaP, sendo que de 22 amostras analisadas, 8 apresentavam

escore igual a 6 (3+3), 8 igual a 7 (3+4) e 6 igual a 7 (4+3).
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Tabela Il. Caracterizagdo das amostras estudadas.

HPB (n=22) CaP (n=22) Valor —P
Idade [mediana 73,0 (66,5-79,2) 71,5 (68,7- 73,5) 0,3713
(percentil 25- 75)]
PSA pré operatorio 5,0 (2,7- 8,5) 6,0 (5,45- 10,96) 0,033
(ng/dL) [mediana
(percentil 25-75)]
Escore de Gleason 6 - 8 (36,4%)
(3+3)12
Escore de Gleason 7 - 8 (36,4%)
(3+4)12
Escore de Gleason 7 - 6 (27,2%)
(4+3)12

HPB: Hiperplasia prostatica benigna; CaP: Céancer de prostata; PSA: Antigeno prostatico
especifico.!Dados ndo avaliados para as amostras de hiperplasia prostatica benigna. 2Dados
apresentados em ndmero de amostra (%). *Teste de Mann-Whitney.

3.2 Andlise dos niveis de RNAm dos genes HSD3B1 e CYP19A1

Para a analise da expressdo dos genes HSD3B1 e CYP19A1, o cDNA das
amostras de tecido foi submetido a quantificagdo por RT-qPCR.

Os dados de expressdo génica dos genes estudados ndo apresentaram
distribuicdo normal, sendo considerados ndo paramétricos. A expressao génica
[mediana (percentil 25- 75)] de HSD3BL1 foi de 0,36 (0,098-0,91) no grupo HPB e 0,26
(0,056-0,6) no grupo CaP, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos
(P=0,25). Ja a expressao génica de CYP19A1 foi maior no grupo HPB 0,72 (0,14-
2,3) quando comparado com o grupo CaP 0,19 (0,062-0,51) (*P=0,029) (Tabela IlI).

A figura 1 mostra a representacdo grafica dos resultados da expressdo dos

genes nos grupos HPB e CaP.
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Tabela Ill. Resultados da expresséao génica de HSD3B1 e CYP19A1 em HPB e CaP.

HPB CaP P
HSD3B1 0,36 (0,098-0,91) 0,26 (0,056-0,6) 0,25
CYP19A1 0,72 (0,14-2,3) 0,19 (0,062-0,51) 0,029+

HPB: Hiperplasia prostatica benigna; CaP: Cancer de préstata.

HSD3B1/ g2m
CYP13A1/ p2m

HPB CaP HPB CaP
Grupo Grupo

Figura 1: Representacao gréfica da expresséo dos genes nos grupos HPB e CaP.

A. Expresséo génica de HSD3B1 em tecido prostatico de pacientes com hiperplasia prostatica benigna
e cancer de prostata. Teste de Mann-Whitney, dados representados como mediana e intervalo
interquartil (25-75). P = 0,25.

B. Expressédo génica de CYP19A1 em tecido prostatico de pacientes com hiperplasia prostatica benigna
e céancer de prostata. Teste de Mann-Whitney, dados representados como mediana e intervalo
interquartil. *P=0,029.

4 DISCUSSAO

O céancer de préstata € uma doenca dependente de horménios, uma vez que a
glandula prostatica requer androgénios para sua funcéo normal e as células tumorais
retém essa caracteristica. A terapia de privacdo de androgénica (ADT) foi
desenvolvida com base nessa dependéncia, e é eficaz até que o tumor entre em um
estado refratario a deplecdo hormonal.?62” A sintese intraprostatica de esteroides

sexuais a partir de precursores adrenais ou de novo a partir do colesterol pode
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representar uma fonte substancial de androgénios em pacientes tratados com a
ADT.1".28 Além disso, esse mecanismo também possibilita a formacéo de estrogénios
pela acdo da enzima aromatase na prostata. Os estrégenios, assim como 0sS
androgénios, podem estar associados ao desenvolvimento e progressao de doencas
prostaticas, principalmente quando se observa um desequilibrio nos niveis desses
hormdnios.?0:24

Neste trabalho, analisamos conjuntamente a expressdo de duas enzimas
envolvidas na sintese intraprostatica de hormonios esteroides em cancer de préstata
primario e hiperplasia prostatica benigna: a enzima 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase/A5-A4 isomerase tipo 1 (3-HSD1) e a enzima aromatase (ARO). De
acordo com o0s nossos resultados, o gene que codifica a enzima 3B3-HSD1 foi
identificado tanto em CaP quando em HPB, porém, ndo apresentou diferenca
significativa de expressdo entre os grupos analisados. Visto que esse estudo foi
realizado em canceres primarios, é possivel que a esteroidogénese intraprostatica ndo
tenha sido ativada, o que poderia justificar a expressao normal do gene HSD3B1 no
CaP em comparacdo com a HPB. Outro fator que devemos considerar é que
avaliamos a expressao génica e, mesmo que 0 gene apresente expressao normal, a
sua sintese proteica ou atividade enzimatica pode estar alterada.

Por outro lado, resultados de dosagem hormonal em tecido prostatico que
identificou a via A4 e A5, realizado por nosso grupo de pesquisa em parceria com 0
laboratério do Dr. Labrie no Canada (dados n&o publicados), mostraram que a via A4
esta mais ativa na HPB e, como ja mencionado, a enzima 33-HSD1 € a responsavel
pela converséo dos substratos entre essas vias. Corroborando com esses dados, um
estudo realizado por Khvostova et al.?° comparou os perfis de expressédo génica em

tecido prostatico benigno e maligno, demonstrando aumentos significativos na
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expressdo do gene HSD3B1 em tecidos benignos quando comparados com o0s
malignos. Portanto, € possivel que a presenca desse gene na HPB esteja relacionada
a progressao da doenca pela ativacdo da esteroidogénese intraprostatica, visto que,
assim como o CaP, a HPB € dependente de hormonios, podendo ser capaz de formar
esteroides de forma enddégena.3®

O segundo gene analisado foi 0 CYP19A1, que codifica a enzima aromatase.
De acordo com os nossos resultados, esse gene foi identificado tanto em CaP quanto
em HPB, apresentando um aumento significativo de expresséo no grupo HPB quando
comparado com o CaP. Dessa forma, identificamos e analisamos o perfil de expressao
de CYP19A1 tanto em tecido prostatico benigno quanto maligno, contribuindo para
um melhor entendimento e interpretacéo dos resultados e discrepancias presentes na
literatura a respeito desse gene. Esses resultados condizem com o estudo realizado
por Gianfrilli et al.3, em que foi observado uma maior expressdo da aromatase em
HPB em comparacdo com CaP. Porém, ao contrario do nosso trabalho, esse foi
realizado em tumores mais avanc¢ados, incluindo amostras com escores de Gleason
elevados. Além disso, Ellem et al.®? identificaram o RNAm dessa enzima em 100%
das biopsias de HPB e CaP analisadas, porém, a expressao entre 0s grupos nao foi
comparada.

Com base nos nossos resultados e na hip6tese de que estrogénios sao
capazes de causar proliferacéo aberrante do epitélio prostatico através da sua ligacédo
ao receptor ERaq, a enzima aromatase possivelmente desempenha um papel relevante
na fisiopatologia da HPB.2° Royuela et al.®® mostraram que o ERa esta superexpresso
na doenca e, na presenca do ligante necessario, ocorre a inducéo da proliferacéo das
células estromais da prostata. Além disso, a exposicdo a altos niveis de estrogénios

durante o periodo neonatal resulta em alteracbes do crescimento da glandula e a
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predisposicao a hiperplasia e a outras doencas prostaticas, evidenciando a grande
influéncia que os estrogénios possuem.3*3%> Refor¢cando esses estudos, Ho et al.3®
sugerem que os androgénios por si s6 ndo sado capazes de induzir o desenvolvimento
da HPB, e que os estrogénios podem ter um papel associado.

Diversos estudos investigaram a associacdo dos estrogénios com a etiologia
da HPB, sugerindo a utilizacdo de antiestrogénios ou inibidores da enzima aromatase
como possiveis terapias. Porém, até o momento os desfechos clinicos desses
tratamentos ndo foram totalmente satisfatérios. Uma das hipoteses para esses
resultados € que o uso de inibidores da aromatase acaba levando a um aumento nos
niveis de precursores para sintese de androgénios, o que faz com que a doenca
continue progredindo.3” De acordo com os nossos achados, o gene que codifica a 33-
HSD1 est4 expresso em HPB e, devido a atuacdo dessa enzima na sintese de
androgénios intraprostatica, ela podera ser alvo de pesquisas futuras, juntamente com
a investigacao de outras alternativas para reduzir os niveis de estrogénios locais na
prostata.

Muitos estudos se empenharam em descrever as enzimas envolvidas na
sintese intraprostatica de hormonios esteroides e analisar sua expressao em tecido
prostatico. A partir deles é possivel observar muitos resultados conflitantes e
heterogéneos, principalmente entre tecidos benignos e malignos. O nosso objetivo foi
analisar a presenca e a expressao dos genes HSD3B1 e CYP19A1 em cancer de
prOstata primario e hiperplasia prostatica benigna, ao contrario da maioria dos
trabalhos na literatura, os quais focaram em investigar a expresséo desses genes em
cancer de prostata resistente a castracéo. Esses trabalhos comprovam que diversos
genes que codificam as enzimas envolvidas no metabolismo dos esteroides sexuais

estédo presentes e mais expressos no CPRC em comparacao com canceres primarios,
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podendo caracterizar um meio de progressdo da doenca.*® Com base nisso,
estratégias terapéuticas tendo como alvo as enzimas da via esteroidogénica em
tumores em fases iniciais, poderiam representar uma possivel barreira a progressao

tumoral e ao desenvolvimento da resisténcia a terapia hormonal no futuro.

5 CONCLUSOES

De acordo com 0s nossos resultados os genes HSD3B1 e CYP19A1 foram
identificados tanto em tecido prostatico benigno quanto maligno. Desses genes,
apenas o CYP19A1 apresentou diferenca significativa de expressao entre 0s grupos,
estando mais expresso em amostras de HPB em comparacdo com o CaP. Esse
resultado sugere uma possivel participacdo desses genes na patogénese dessas
doencas, principalmente através da sintese intraprostatica de esteroides sexuais.
Entretanto, estudos suplementares necessitam ser realizados para um melhor
entendimento da influéncia que a via esteroidogénica possui no desenvolvimento e

progresséao dos tumores de préstata.
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MATERIAIS SUPLEMENTARES
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Figura 1: Representacédo da qPCR do gene HSD3B1

A: Status da reacdo de amplificacdo. Representa o aumento da fluorescéncia em relagéo ao ciclo limiar
(Cy).

B: Curva de Melting.
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Figura 2: Representacdo da gPCR do gene CYP19A1

A: Status da reacdo de amplificacdo. Representa o aumento da fluorescéncia em relagéo ao ciclo limiar
(Cy).
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Figura 3: Representacao da qPCR do gene B2-microglobulina

A: Status da reacdo de amplificacdo. Representa o aumento da fluorescéncia em relagéo ao ciclo limiar
(Ct).
B: Curva de Melting.

Tabela I. Dados de eficiéncia (%) das curvas padrao dos genes HSD3B1, CYP19A1 e 32m,

Gene Eficiéncia (%)
HSD3B1 106
CYP19A1 105
B2m 110

B2m: B2-microglobulina.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nos resultados deste estudo, foi possivel identificar os genes
HSD3B1 e CYP19A1 em amostras de CaP primario e HPB, porém, apenas o
CYP19A1 apresentou diferenca significativa de expressao entre os grupos analisados,
apresentando niveis mais elevados nas amostras de HPB em compara¢do com o
CaP. Esse resultado sugere que esses genes podem estar envolvidos na patogénese
dessas doencas e representam um possivel mecanismo de proliferacdo tumoral
através da sintese intraprostética de esteroides sexuais. Entretanto, investigacdes
futuras sdo necesséarias para uma melhor compreensdo do papel exato que eles
desempenham nas doencas prostéaticas e da influéncia que possuem na progressao
tumoral.

Como perspectivas para este estudo temos a analise da atividade enzimatica
de 3B-HSD1 e aromatase, assim como a analise de outras enzimas envolvidas na via
de sintese de hormdnios esteroides. Além disso, estudos com linhagens de CaP e
HPB serédo incluidos para o estudo de possiveis inibidores seletivos ou moduladores

enzimaticos.
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Identificac&o da presenca de isoformas do receptor de androgénios (AR) em
tumores de prostata

Prezado Senhor

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

Como o senhor tem o diagnéstico de
(hiperplasia prostética benigna ou cancer de prostata) e lhe foi recomendada cirurgia
para a retirada da glandula, gostariamos de convida-lo para participar deste estudo.
Caso aceite, sua participacdo no estudo consistirdA em uma coleta de amostra de
sangue e a permitir que apos a retirada da peca cirurgica, trés pequenos fragmentos
da mesma (10 mm x 5 mm) sejam encaminhados para estudo genético (andlise da
expressao de genes) e consulta a dados do seu prontuario, como idade, peso, altura,
uso de medicamentos e dosagens hormonais anteriores. O restante da peca cirtrgica
sera destinado ao exame histopatoldgico normal. Portanto, ndo havera modificacdo
da técnica cirdrgica. O material sera coletado apds o término da cirurgia, e este
procedimento ndo apresenta nenhum risco para sua saude.

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

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras de sangue e de tecido para que
outras caracteristicas possam ser analisadas em outros trabalhos de nosso grupo
relacionadas a linha de pesquisa “mecanismo de agao de horménios esterdides em
tecido prostatico”. No futuro, essas caracteristicas poderdo auxiliar na identificagéo de
fatores de risco de desenvolver tumores de prostata e também na compreenséo do
mecanismo de desenvolvimento destas alteracdes prostaticas. No entanto, o0s
resultados deste estudo néo trardo beneficios diretos para o senhor.

( ) Aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para investigacoes
futuras.
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() N&o aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para investigacoes
futuras.

O senhor é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa ndo
implicard em prejuizo a seu atendimento neste Hospital. Ndo 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 podera ser retirado. Todas as informacdes obtidas estardo a sua
disposicdo se assim desejar. Todos os resultados referentes a pesquisa serao
utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua total
confidencialidade.

A pesquisadora responsavel por este projeto é a Prof2. Dra. Ilma Simoni Brum da Silva
(Laboratério de Biologia Molecular Endécrina e Tumoral, UFRGS, 51 33083559). Caso
o senhor tenha qualquer davida sobre o projeto podera 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
davidas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa e da seguranca da
confidencialidade dos dados obtidos.

Local e data:

Paciente ou responsavel (nome legivel):

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:




