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Nardi L. Marcadores moleculares no cancer de prostata evidenciados pela
analise de altera¢Ges no numero de copias genémicas (aCGH). Sao Paulo; 2010.

[Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente]

O adenocarcinoma de prostata ¢ extremamente comum em paises do Ocidente,
representando a segunda causa de cancer em homens americanos. A recente
aplicacao de metodologias moleculares no estudo do cancer de prostata tem resultado
na identficagdo de alteragdes somaticas e germinativas associadas a fatores de risco
da doenga. Neste estudo foram avaliados 10 genes (c-MYC, NKX3.1, SRF, SRC,
TIMP3, NCOAI, DAB2, 1, ATFI, ETV6 e ICAM) candidatos a marcadores
moleculares no carcinoma de prostata selecionados a partir de resultados
preliminares ( HR-CGH e CGHarray) e da pesquisa em redes biologicas. A
expressao dos transcritos c-MYC, NKX3.1, SRF e SRC foi realizada por RT-PCR
quantitativa em tempo real em 95 carcinomas de prostata (CaP), 9 tecidos adjacentes
(TecAdj) em comparagdo com duas amostras de prostata normal (N). Foi observado
aumento de expressao do gene c-MYC em 87% dos CaP e 78% dos TecAdj, enquanto
para o supressor NKX3.1, 34% dos CaP apresentaram niveis reduzidos dos
transcritos. A maioria dos casos apresentou niveis normais dos transcritos SRF e
SRC. A expressdo das proteinas c-MYC, NKX3.1, SRF, SRC, TIMP3, NCOAI,
DAB2, ATF1, ETV6 e ICAMI1 foi avaliada por imunoistoquimica em duas
plataformas de microarranjos de tecidos contendo 195 CaP, 23 hiperplasias
prostaticas benignas (HPB), 9 TecAdj e IN. Destes, 62 CaP, 9 TecAdjc e 2N foram
analisados pelas duas técnicas. Confirmando os resultados da expressdo génica,
aumento dos niveis protéicos de cMYC e diminui¢cdo de NKX3.1 foram detectados
nos CaP. Niveis mais altos de cMYC detectados por andlise génica e proteica foram
associados com tumores com caracteristicas de menor agressividade. Houve
correlagdo entre os niveis de transcritos e da proteina c-MYC e NKX3.1 em 83% e
70% dos CaP, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre a expressao

protéica de SRF nos tecidos prostaticos avaliados. Para as proteinas ligadas ao SRF,



TIMP3 e NCOAL, foi observado diminui¢cdo de expressdo de TIMP3 em 45% dos
CaP, 83% das HPBs e 78% dos TecAdj em relacdo ao padrdo da prostata normal.
Houve associagdo significativa entre expressdo diminuida de TIMP3 e maior escore
de Gleason .Os CaP e HPB apresentaram niveis aumentados de NCOA1 em relagdo
ao TecAdj e prostata normal. O aumento de NCOAIl se mostrou um fator
prognostico independente para recidiva bioquimica (P=0,010; HR=2,271,
1C95%=1,212-4,257). A proteina SRC mostrou imunomarcagio citoplasmatica no
epitélio glandular e no estroma de todos os tecidos avaliados. Observou-se aumento
de expressdo protéica no epitélio de CaP, HPB e TecAdj em relagdo a préstata
normal, sendo que os tumores apresentaram niveis significativamente mais baixos da
proteina. Em relacdo ao componente estromal, os tumores apresentaram niveis
significativamente menores que os tecidos ndo neoplasicos tanto para analise de
intensidade quanto de extensdo de marcagdo. Associagdo significativa entre
diminui¢do da intensidade de SRC no estroma tumoral e recidiva bioquimica foi
detectada. Resultado este confirmado na analise de extensdo de imunomarcacao no
estroma. Niveis mais baixos de SRC no componente estromal foram associados com
altos valores de PSA (>10ng/mL). Em relacdo aos genes ligados ao SRC, diminui¢do
da expressao DAB2 e ETV6 nos CaP em relagdo aos demais tecidos. A proteina
ATF1 apresentou aumento de expressdo em 92% dos CaP e 100% das HPB em
relagdo a prostata normal. Na maioria das amostras estudadas, a imunomarcacdo de
ICAMI1 foi semelhante a da prostata normal, ndo sendo observada associagdo
significativa para os parametros clinicos e histologicos testados. Frente aos
resultados obtidos podemos concluir que c-MYC, NKX3.1, SRF, SRC, DAB2 ¢
ATF1 tem papel importante nas doengas proliferativas prostaticas, uma vez que se
mostraram alterados em CaP e HPB. Por outro lado, TIMP3 e¢ ETV6 foram
diferencialmente expressos entre CaP e HPB, sugerindo que estas proteinas tenham
um papel importante na carcinogénese prostatica. Em conclusdo, a expressdao
protéica aumentada de NCOA1 no epitélio tumoral e a diminui¢do de intensidade da
imunomarca¢do de SRC no componente estromal do mostraram-se como marcadores

de pior prognostico em CaP.
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SUMMARY

Nardi L. [Molecular markers detected for copy number alterations by aCGH
(arrays-Comparative Genomic Hybridization) in prostate carcinoma]. Sao

Paulo; 2010. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente]

Prostatic adenocarcinoma is extremely common in Western nations, representing the
second leading cause of cancer death in American men. The recent application of
molecular approaches to the study of prostate cancer has resulted in a rapid increase
in the identification of somatic genome alterations and germline heritable risk factors
in this disease. This study aimed to evaluate 10 candidate genes (c-MYC, NKX3.1,
SRF, SRC, TIMP3, NCOAl, DAB2, ATF1, ETV6 and ICAM]) in prostate carcinoma
selected from previous study (HR-CGH and CGH-array) and biological network
analysis (Unified Human Interactome). c-MYC, NKX3.1, SRF and SRC mRNA levels
were evaluated by quantitative real time RT-PCR in 95 PCa and 9 adjacent non-
neoplastic tissues (Adj) in comparison with two normal (N) prostate tissues from
necropsies. High levels of cMYC oncogene were detected in 87% of PCa and 78% of
Adj, while reduced transcript levels of NKX3./ suppressor gene were observed in
34% of PCa. Normal mRNA levels of SRF and SRC were detected in the majority of
prostate tissues evaluated. Protein levels of c-MYC, NKX3.1, SRF, SRC, TIMP3,
NCOAL, DAB2, ICAM1, ATFI1 and ETV6 were assessed by immunohistochemistry
in two tissue microarrays platforms presenting 195 PCa, 23 benign prostate
hyperplasias (BPH), 9 Adj and 1N. Paired samples from 62 PCa, 9 Adj and 2N were
evaluated by both procedures. In agreement with mRNA findings, high levels of c-

MYC and low levels of NKX3.1 were detected in PCa. Higher c-MYC transcript and



protein levels were detected in more aggressive tumors. Positive correlation was
observed for c-MYC transcript and protein levels as well as NKX3.1 in 83% and
70% of PCa, respectively. None statistical difference was observed between SRF
protein levels and the prostate tissues evaluated. TIMP3 and NCOAI, associated
with SRF pathways, were also evaluated. Lower levels of TIMP3 were detected in
45% of PCa, 83% of BHP and 78% of Adj in comparison with N. In addition, was
found significant association between reduced TIMP-3 levels and high Gleason
score. Higher levels of NCOAT1 were detected in PCa and BHP compared with N and
Adj. Furthermore, overexpression of NCOA1 in tumor samples was detected as an
independent prognostic marker for biochemical recurrence (P=0,010; HR=2,271,
1C95%=1,212-4,257). SRC protein expression analysis showed cytoplasmic
immostaining both in glandular epithelium and stromal cells in all prostate tissues
analyzed. PCa, BPH and Adj showed SRC overexpression in epithelium cells in
comparison with normal prostate patterns, which presented lower levels in PCa.
Stromal cells showed significant lower levels in PCa compared with Adj, in both
intensity and extension of immunostaining. Significant association between low
intensity immunostaining in stromal cells and biochemical recurrence was detected.
The immunostaining extension in PCa confirmed these data. Lower levels of SRC in
stromal cells were associated with higher PSA levels (>10ng/mL). In relation to
genes connected to SRF pathways, reduced expression of DAB2 and ETV6 were
detected in PCa compared with BPH and Adj. Higher expression levels of ATF-1
protein was detected in 92% of PCa and 100% of BPH compared with N. In the
majority of samples studied, the immunostaining of ICAM-1 was similar to the

normal prostate. Towards the obtained results, we can conclude that, c-MYC,



NKX3.1, SRF, SRC, DAB2 and ATF1 may play a role in prostatic proliferative
disorders, since they are altered in PCa and in BPH. In contrast, TIMP3 and ETV6
were differentially expressed between PCa and BPH, suggesting that these proteins
can be involved in prostatic carcinogenesis. Higher NCOA1 expression levels in PCa
epithelium and lower SRC immunostaining in tumor stromal cells were demonstrated

as worse prognostic markers in prostate tumors.
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ETV6 ETS variant 6
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Genome wide association study
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National Center for Biotechnology Information
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reaction
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Unified Human Interactome
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ANEXOS

Anexo 1 Tabela das caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos pacientes
com carcinomas de prostata (CaP) e tecido adjacente (Tec Adj) ndo

neoplasico
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1 INTRODUCAO

O Cancer de Prostata (CaP) ¢ a segunda causa de 0bito por cancer no Brasil.
Estima-se 52350 novos casos para o ano de 2010, segundo dados do Instituto
Nacional do Cancer (INCA) (Ministério da Satde 2010). Além disso, € o cancer mais
comum em homens, apos o de pele ndo melanoma, representando aproximadamente
10% de todas as neoplasias diagnosticadas na populacdo masculina. Em 2009,
aproximadamente 192 mil homens foram diagnosticados com CaP nos Estados
Unidos, sendo esperado que 27 mil morrerdo pela doenga (JEMAL et al. 2009).

Os fatores de risco ao CaP incluem idade avancada, etnia afro-americana,
histéria familial e dieta. Dentre estes, o fator mais relevante para o desenvolvimento
do CaP ¢ a historia familial positiva (ALBERTI 2010). Os niveis séricos do antigeno
prostatico especifico (PSA) permitem o diagndstico precoce da doenga
(MACKINNON al. 2009). Com o avanco nas técnicas diagndsticas e exames de
rotina, atualmente ¢ comum o diagnostico de pacientes com CaP assintomatico e o
aumento na sobrevida (BORLEY e FENELEY 2009).

O CaP tem sido freqlientemente associado a heranga de genes de alta
penetrancia e/ou correlacionado com polimorfismos em genes de baixa penetrancia
(DAMBER e AUS 2008). Semelhante aos estudos realizados em outros tipos de
canceres hereditarios, como colorretal ¢ cancer de mama, o CaP hereditario foi
associado principalmente a alelos raros presentes em genes de alta penetrincia
(SMITH et al. 1996). Os genes associados ao cancer de prostata hereditario incluem

EPAC2, RNASEL, MSRI, CHECK?2, CAPZB, receptor da vitamina D e PONI



(DEUTSCH et al. 2004; DONG et al. 2006; ALBERTI 2010). Em adi¢ao, mutacao
na linhagem germinativa do BRCA2 parece aumentar o risco de CaP e ser
responsavel por aproximadamente 5% dos casos de cancer em homens com idade
inferior a 55 anos (EDWARDS e EELES 2004).

Com o passar dos anos, a conduta clinica de pacientes com CaP apresentou
modificagdes notaveis. Estas alteracdes se devem ao aumento do percentual de
homens diagnosticados com idade inferior a 70 anos, assim como a proporgao
elevada de tumores moderadamente diferenciados (METTLIN et al. 1996).

Os métodos de diagnostico dos tumores prostaticos baseiam-se no exame
digital retal (EDR) ou toque retal e na dosagem sérica dos niveis de PSA. O TR é um
exame rapido, de baixo custo e facil realizacdo. Por este procedimento é possivel
reconhecer as dimensdes, o formato, os limites do érgdo, alteragdes de consisténcia e
mobilidade, tornando-o assim essencial na decisdo da conduta, tanto no aspecto
propedéutico quanto terapéutico (Sociedade Brasileira de Urologia — SBU 2005).

Embora a dosagem do PSA seja de grande importancia para a identifica¢ao
do cancer de proéstata, este teste ndo ¢ um método diagndstico com especificidade e
sensibilidade suficientemente elevadas para dispensar o exame fisico. Desde a sua
descoberta em 1970 (ABLIN et al. 1970), a analise de rotina do PSA tornou-se umas
das principais ferramentas na detec¢do do cancer de prostata. A avaliacdo dos niveis
séricos de PSA, quando utilizado valor referéncia até¢ 4,0 ng/mL, tem se mostrado
eficiente na deteccdo da doenca. Nesta fase a prostatectomia radical esta associada a
um alto potencial de cura.

Ensaios de triagem mostraram que homens com PSA sérico menor que

Ing/mL podem repetir a mensuracdo de PSA a cada trés anos (AUS et al. 2005).



Entretanto, segundo dados da Sociedade Brasileira de Urologia (2008), estes valores
podem ser contraditérios uma vez que a dosagem do PSA isoladamente permite o
diagnostico de apenas 25% a 65% de todos os tumores prostaticos.

Outras ferramentas que podem auxiliar na escolha da conduta clinica, incluem
a analise do PSA ajustado para a idade, a velocidade ¢ a densidade do PSA e a
relacdo entre o PSA total e livre (STENMAN et al. 1991; CARTER et al. 1992;
OESTERELING 1995; MONCHTAR 2003; VISSCHERE et al. 2010). Outros
estudos indicam que os niveis de PSA podem ser usados na estratificagdo de risco do
cancer de prostata (ITO et al. 2003; ZHENG et al. 2009).

O nivel sérico do PSA, associado ao exame de toque retal, continua sendo a
principal ferramenta para deteccdo precoce dos tumores prostaticos. Em
contrapartida, o diagnéstico depende da bidpsia prostatica realizada com o auxilio da
ultra-sonografia transretal. Por este método sdo obtidas informagdes
anatomopatoldgicas importantes, como a graduacdo de Gleason. Nos casos
submetidos ao tratamento por prostatectomia radical, o progndstico pode ser mais
refinado pelo uso de estadio e grau patologico (LAPOINTE et al. 2004).

O TNM, sistema utilizado para a classificagdo de tumores malignos segundo
a Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), ¢ aplicado apenas para os
adenocarcinomas. A categoria T considera a extensdo do tumor primario, N refere-se
a auséncia ou presenga e a extensdo de metastase em linfonodos regionais, e M a
auséncia ou presenga de metastase a distancia (EPSTEIN et al. 2005). O escore de
Gleason ¢ considerado o melhor sistema para classificar estes tumores, porque a
maioria expressa mais de um padrdo histologico glandular (GLEASON 1992). O

sistema de Gleason descreve um escore entre 2 e 10, iniciando-se com 2 para menor



agressividade e 10 para maior agressividade. O escore baseia-se na soma de dois
padroes mais comuns do crescimento tumoral (por exemplo: 3+3 ou 3+4). Tumores
com baixos escores de Gleason tendem a apresentar um volume menor e menor
potencial metastatico, enquanto tumores com altos escores de Gleason sdo maiores
em volume e apresentam uma probabilidade aumentada de ocorréncia de metastase
(GLEASON 1992). Em termos prognosticos, tumores apresentando os escores 2-4
sdo classificados como bem diferenciados; 5-6 como moderadamente diferenciados;
7 como pouco ou moderadamente diferenciados; e 8-10 como pouco diferenciados.
Um escore de Gleason 7 pode, além disso, ser sub-classificado em [3+4] ou [4+3],
sendo que o padrao [4+3] estd associado a um pior prognostico e pode influenciar na
decisdo terapéutica (EPSTEIN 2010).

A estratificacdo dos pacientes com CaP, baseando-se nestas varidveis, ¢ um
fator prognodstico efetivo embora, em muitos casos, pacientes com padrdo
bioquimico, histopatologico e condi¢des clinicas similares comportem-se de forma
diferente (KANTOFF et al. 2009). Sendo assim, a compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na carcinogénese prostatica ¢ de grande relevancia para a
identificacdo de novos marcadores (MACKINNON et al. 2009).

Embora uma grande variedade de pesquisas tenha contribuido para a melhor
compreensdo dos eventos moleculares e genéticos associados a carcinogénese
prostatica, ainda permanecem desconhecidos marcadores moleculares que sejam
efetivos na resposta a terapia (fatores preditivos) e que determinem a progressao da

doenca (fatores prognodsticos).



1.1 MECANISMO DE PROGRESSAO DA DOENCA

O CaP ¢ uma doenga clinicamente heterogénea, havendo casos que
permanecem confinados a prostata com pequeno efeito sobre a qualidade de vida do
paciente, enquanto outros podem levar ao desenvolvimento de uma doenca
metastatica letal (MACKINNON et al. 2009). No modelo classico de formagao de
metastases, células tumorais invadem vasos sangiiineos e/ou linfaticos, atingindo a
circulacdo e, a partir dai, se alojam em outros 6rgdos (HERLYN ¢ MALKOWICZ
1991; WOODHOUSE et al. 1997). As regides mais afetadas por metastases do CaP
sdo linfonodos, ossos, pulmdes e, raramente, bexiga, figado e cérebro (PATEL et al.
1989; DUTT et al. 2000).

O processo metastatico estd intimamente relacionado com o actmulo de
alteragdes genéticas durante a progressdo tumoral (FEARON e VOGELSTEIN
1990). Em CaP androgeno-independente a metastase ocorre no estdgio final da
doenga sendo uma caracteristica substancial de morbidade e mortalidade (DAMBER
e AUS 2008). A determinagdo do perfil genético pode evidenciar o risco aumentado
de desenvolvimento de metdstases; isto ¢ indiretamente suportado por estudos de
expressdo génica (VAN'T VEER et al. 2002). HUSEMANN et al. (2008) sugerem
que a extensdo da metdstase pode ser geneticamente pré-determinada, porém o ponto
inicial da disseminacao metastatica ainda nio esta bem estabelecido. Recentemente,
ALBERTI (2008) em uma revisdo da literatura relataram que a alteragdo na
expressdo de genes pro-metastaticos pode ocorrer nas fases iniciais do CaP,
juntamente com a expressao anormal de genes que induzem o crescimento do tumor

primario. O autor exemplifica relatando que em carcinomas de prostata metastaticos,



os genes MTAI e MYBL2 mostram expressao génica aumentada em comparagao com
o sitio primario enquanto os genes IGFBP, DANI, FAT e RAB5A apresentam
expressdo diminuida. Além disso, fatores do microambiente tumoral parecem
contribuir para a progressdo tumoral, como o processo inflamatdério que pode gerar
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, indu¢do de COX-2 e a produgdo de
citocinas por neutrofilos e macrofagos do microambiente hospedeiro (para revisao,
ALBERTI 2008).

Outros estudos sugerem que a disseminagdo a distancia ¢ um evento inicial no
processo da carcinogénese (HUSEMANN et al. 2008). Novas vias moleculares
podem distinguir tumores menos agressivos daqueles com evolugdo clinica
desfavoravel tornando possivel a descoberta de novas terapias alvo para o tratamento
de tumores metastaticos (MICHAELSON et al. 2008). O conhecimento das
alteracdes genéticas bem como do papel do microambiente tumoral tem sido
considerado como essencial na analise de progressio tumoral e risco de

desenvolvimento de metastases.

1.2 ALTERACOES MOLECULARES ASSOCIADAS AO CANCER

DE PROSTATA

O cancer ¢ uma doenga genética decorrente de alteragdes moleculares
envolvidas em processos celulares, incluindo principalmente aqueles associados a
proliferacdo e diferenciacdo celular. A complexidade da doenga aumenta com a
descoberta de novos genes supressores tumorais, mutagdes em genes especificos e

alteracdes em vias moleculares particulares (EELES et al. 2008).



Diferentes alteragdes cromossdmicas ja foram relatadas em CaPs primarios
envolvendo quase todos os cromossomos humanos. Entre essas anormalidades estdo
incluidas as trissomias, isocromossomos, dele¢des, amplificacdes e translocagdes
(LUO e YU 2003). A fusao génica mais comum nos tumores de prostata ocorre entre
a proteina transmembranica serina 2 (TMPRSS2) e EGR, um membro da familia dos
genes da eritroblastose-transformagao especifica (ETS). Esta fusdo foi observada em
50% dos tumores estudados (TOMLINS et al. 2005; KUMAR-SINHA et al. 2008;
WITTE 2009). Esses achados t€ém distinguido combinagdes de expressdo de genes
que podem predizer a agressividade dos CaPs.

SUN et al. (2007) realizaram uma compilag¢ao de todos os estudos publicados
(até abril de 2006) no banco de dados PubMed que avaliaram alteragdes gendmicas
pela CGH (hibridagdo genomica comparativa) em CaP. A maioria desses estudos
utilizou a metodologia da CGH cromossdmico ¢ menos de 8% avaliaram os tumores
por CGH-array. Foram incluidos 41 estudos, contendo 872 tumores de prdstata numa
analise combinada para estimar a freqiiéncia das alteragdes em canceres avangados ¢
localizados. A freqiiéncia de perdas ou ganhos foi estimada para cada uma das 850
bandas, baseando-se no numero de tumores que tinham perdas ou ganhos entre todas
as amostras examinadas. Enquanto a regido cromossomica 8p foi a mais comumente
envolvida em perda, ocorrendo em aproximadamente um terco de todos os tumores e
em metade dos tumores avancados, 8q foi a regido mais comum de ganho, afetada
em cerca de um quarto de todos os casos com CaP ¢ em metade dos tumores
avancados. A segunda e a terceira regides de perdas mais freqlientes foram 13q e 6q
e a segunda regido de ganho mais freqiiente foi 7q, envolvida em cerca de 10% de

todos os tumores ¢ em aproximadamente um quarto dos tumores avangados. Os



resultados dessa analise evidenciaram as regides cromossdmicas mais
freqlientemente envolvidas em perdas ou ganhos nos diferentes estudos avaliados,
sugerindo que essas regides deveriam ser priorizadas na busca por genes supressores
tumorais e oncogenes no CaP.

Estudos de ligacdo ou associacdo utilizados para a descoberta de genes
principais relacionados a predisposi¢do aos canceres de prostata tém sido conduzidos
evidenciando alguns genes candidatos, incluindo o locus 1q24-25 (SMITH et al.
1996). Outros estudos confirmaram a associagdo entre alteragdes do gene HPCI e a
predisposi¢do ao CaP (SMITH et al. 1996; XU 2000; ISAACS 2001). Este gene atua
mediando a via de apoptose induzida pelo interferon, e foi caracterizado como um
gene supressor tumoral (CARPTEN et al. 2002). Os genes ELAC2, RNASEL e MSR1
também foram associados com predisposi¢do familial no CaP hereditario. Alguns
autores confirmaram o aumento do risco de CaP em homens portadores de alelos
variantes de ELAC2 (SUAREZ et al. 2001; TAVTIGIAN 2001 ; WANG et al. 2001).
O gene RNASEL codifica um componente do sistema regulado pelo interferon 2-5A
que tem papel antiviral e anti-proliferativo. O gene MSRI codifica receptores de
macrofagos classe A associados a varios processos patoldgicos incluindo defesa do
hospedeiro (ISHIGURO et al. 2001). Mutagdes em MSRI e em RNASEL foram
correlacionadas a um subgrupo de familias com cancer de prostata hereditario e a
casos nao familiais (RENNERT et al. 2008). Os genes EPAC2, CHECK2, CAPZB,
receptor da vitamina D e PONI também foram associados ao cancer de prostata
hereditario (DEUTSCH et al. 2004; DONG et al. 2006; ALBERTI 2010). Grande

parte desses genes codificam proteinas que atuam na resposta celular, inflamagao e
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no estresse oxidativo, os defeitos funcionais destas proteinas podem aumentar a
suscetibilidade para a formagao do tumor (PATEL e KLEIN 2008).

Além de genes principais com alta penetrancia, outros genes contendo
polimorfismos genéticos sdo importantes na determinacdo ou modificacdo do risco
de CaP, especialmente aqueles envolvidos na sinalizagdo androgénica
(MAKRIDAKIS et al. 2004). O SRD5A42 ¢ um exemplo de gene envolvido na via de
sinalizacdo de androégenos, responsavel pela codificagdo da enzima 5-alfa-redutase
predominante no CaP. Esta enzima atua na conversdo da testosterona em
dihidrotestoterona (DHT), que ¢ o principal receptor androgénico na préstata
(CHENG et al. 1993). Portanto variantes genéticas codificadas pelo gene SRD5A2 e
outras enzimas associadas ao metabolismo de andrégenos podem ter um papel
importante na predisposicao e progressao do CaP (ROSS et al. 1998).

Em adi¢do, estudos cromossomicos tem revelado a presenca ganhos
envolvendo os cromossomos 7, 8q, 17p, 17q e Xq e perdas em 5q, 8q, 10p, 13q, 16q,
17p e Y (BROTHMAN et al. 1991; LUNDGREN et al. 1992; MICALE et al. 1992;
ARPS et al. 1993; ALCARAZ et al. 1994; CHER et al. 1994; MACOSKA et al.
1994; TAKAHASHI et al. 1994, ZENKLUSEN et al. 1994; CHER et al. 1995;
QIAN et al. 1995; VISARKOPI et al. 1995; CHER et al. 1996; ITTMAN 1996;
KONIG et al. 1996; MATSUURA et al. 1996; TRYBUS et al. 1996; WEBB et al.
1996; ZITZELSBERGER et al. 1996; KASAHARA et al. 2002; STEINER et al.
2002; WOLTER et al., 2002a; CHU et al. 2003; EELES et al. 2008; AGRAWAL e
DUNSMUIR 2009).

Analises genomicas em larga escala, como CGH-array, permitiram a

identificagcdo de uma alta freqiiéncia de desequilibrios no ntimero de cépias de DNA,
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incluindo principalmente ganhos em 8q22-q24 (c-MYC) e perdas em 8pll1-p23
(NKX3.1), 1023 (PTEN), 12p13 (CDKNIB), ¢ 13q14 (RBI) (LAPOINTE et al.
2007; SANTOS et al. 2008; ISHKANIAN et al. 2009).

Alteragdes cromossomicas especificas foram associadas a estagios especificos
do carcinoma de prostata (ELO e VISARKOPI 2001; DEMARZO et al. 2003;
VISARKOPI 2003). Em tumores primarios, as perdas genémicas sdo relatadas como
cinco vezes mais freqiientes que os ganhos, sugerindo que a inativacdo de genes
supressores ¢ um evento importante nas etapas iniciais da carcinogénese prostatica
(VISARKORPI et al. 1995; ELO et al. 1999). A inativagdo de genes supressores
tumorais ¢ freqiientemente observada em metastases e lesdes refratarias, sugerindo o
envolvimento destes genes também na progressdo da doenga (BOOKSTEIN et al.

2001).

1.3 GENES ASSOCIADOS AO CANCER DE PROSTATA

Varios métodos permitiram a identificacdo de alteragdes de nimero de copias
do DNA em CaP nos ultimos 20 anos. No entanto, as diferentes resolu¢des dos
métodos testados, o tamanho amostral, o tipo histolégico e material utilizado
(tumores primarios/localizados, tumores metastaticos/recorrentes e linhagens
celulares) tornam dificil a compreensdo e a interpretacdo dos resultados e,
conseqiientemente, sua aplicacdo na pratica clinica. Contudo, varios candidatos a
biomarcadores moleculares tém sido revelados nestes estudos e alguns deles
apresentam potencial para aplicagdo no diagnostico, prognostico e resposta a

tratamento. Estes estudos identificaram diversas regides freqiientemente alteradas no
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genoma que continham importantes oncogenes € genes supressores tumorais. Alguns
exemplos incluem perdas em 10g23, 16q22 e 13921, onde estdo localizados os genes
PTEN (LI et al. 1997), ATBFI (SUN et al. 2007) e KLF5 (CHEN et al. 2003); e
ganhos em Xql2 e 8q24.1, contendo os genes AR (VISARKOPI et al. 1995) e c-MYC
(NESBIT et al. 1999), respectivamente.

Especificamente, as regides de ganho foram relacionadas com a agressividade
do tumor (SATO et al. 1999). A amplificagdo do gene c-MYC foi relacionada com
pior prognodstico (SATO et al. 1999; GUREL et al. 2008; ISHKANIAN et al. 2009),
enquanto niveis elevados de seu transcrito também foram observados em CaP
(MENG et al. 2002; LIU et al. 2008; NAGY et al. 2008). O gene PSCA (8q24.2),
mapeado préximo ao ¢-MYC, codifica uma proteina de superficie celular que se
apresenta com expressao elevada nos tumores de prostata e, por este motivo, tem
sido investigado como um potencial alvo terapéutico no CaP (GU et al. 2000;
REITER et al. 2000). Recentemente estudos de associagdo gendmica (GWAS:s)
confirmam uma forte ligagdo da regido génica 8q24 em tumores de prostata. Esses
achados evidenciam que o oncogene c-MYC ¢ principal gene mapeado nesta regido
(GUDNUNDSSON et al. 2007; GORLOV et al. 2009; AL OLAMA et al. 2009;
WITTE 2009).

Uma variedade de genes foram correlacionados com o CaP, como o HER2 ,
PAIl e RAFI, (VOGEL et al. 2001; FU et al. 2006; NISHIO et al. 2006;
JORGENSON et al. 2007); o RB, envolvido em aproximadamente 50% dos CaPs
(COONEY et al. 1996; MELAMED et al. 1997; LI et al. 1998; HILL et al. 2005); o
APC, descrito em 20% dos tumores avangados (BREWSTER et al. 1994); TP53;

CHEK?2 (YANG et al. 2005; ZHENG et al. 2006); BRCAI (ARASON et al. 1993;
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LANGSTON et al. 1996; FAN et al. 2006) ou genes distais a ele (CHER et al. 1994;
VISARKORPI et al. 1995); o TP27 (MACRI e LODA, 1999; TSIHLIAS et al. 1999;
SHAPIRA et al. 2006); o TP16 (JARRAD et al. 1999; ZHANG et al. 1998); o AR
(VISAKORPI et al. 1995; HAAPALA et al. 2001); genes relacionados a atividade da
telomerase (SOMMESFELD et al. 1996; ZHANG et al. 1998); reguladores de
apoptose, como o BCL2 (MCDONNEL et al. 1997; REVELOS et al. 2005), entre
outros. Entretanto, apesar dos esfor¢os em identificar marcadores tumorais uteis ao
diagnéstico, sele¢do de tratamento e progndstico, ainda ndo ha dados suficientes que

possam contribuir para a sua aplicacdo na pratica clinica.

1.4  ANALISE DE ALTERACOES GENOMICAS EM CARCINOMAS

DE PROSTATA DE PACIENTES BRASILEIROS

Estudos prévios do grupo utilizando CGH cromossomico de alta resolucao
(HR-CGH) (GAMBARINI-PAIVA 2009) e CGH-array (SANTOS 2008) em
carcinomas de prostata e suas metdstases revelaram alteragdes cromossomicas
consistentes envolvidas em perdas e ganhos de DNA. Dentre os genes candidatos ou
regides gendmicas consideradas como relevantes nestes estudos, estdo incluidos o c-
MYC (myc proto-oncogene protein), NKX3.1 (NK3 homeobox 1), SRF (serum
response factor) € o SRC (v-src sarcoma viral oncogene homolog).

A regido 8q24 foi originalmente descrita por dois grupos utilizando
metodologias de mapeamento gendmico distintas, porém ambos confirmaram que
esta regido estava associada a um risco genético elevado para o desenvolvimento

tumoral (AMUNDADOTTIR et al. 2006; SCHUMACHER et al. 2007). Analises de
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mapeamento gendmico em tumores de prostata, célon e mama (EASTON et al. 2007;
HAIMAN et al. 2007a; b) demonstraram alteragdes nos mesmos alelos.

Ganhos ou amplificagdes em 8q24 foram relatados em carcinomas de préstata
(CREIGHTON et al. 2008; GALLUCCI et al. 2008; GHOUSSAINI et al. 2008;
GUREL et al. 2008; SALINAS et al. 2008). O proto-oncogene ¢-MYC localizado
nesta regido, ¢ um potencial marcador tumoral (JENKINS et al. 1997; CREIGHTON,
2008). A proteina codificada foi associada a promogao da biogénese ribossdmica
(RUGERRO 2009). Recentes achados sugerem fortemente que a sinalizagdo do
oncogene c-MYC pode monopolizar a maquinaria de tradugdo para extrair efeitos
cooperativos sobre o crescimento celular, a progressio do ciclo celular ¢ a
instabilidade gendomica como um mecanismo de iniciagdo do cancer (RUGERRO
2009).

O gene c-MYC esté fortemente implicado na tumorigénese de prostata (LIU et
al. 2008). Analises de linhagens tumorais demonstraram que a regressao do fendtipo
tumoral pode ser determinada pelo bloqueio deste oncogene (NAGY et al. 2008).
Estudos confirmaram que a sua expressdo in vivo depende de elementos distais
denominados enhancer (LAVENU et al. 1994) e que alguns desses elementos estdo
mapeados na regido upstream a 37kb do gene ¢-MYC (HALLIKAS et al. 2006).
Esses achados permitiram propor o envolvimento desta regido no controle da
transcri¢do e que o aumento de seqiiéncias usptream a 50kbp de c-MYC ¢é necessario
para este controle (WIERSTRA e ALVES 2008). Segundo SOTELLO et al. (2010)
muitos elementos enhancer em 8q24 estdo presentes nas regides geneticamente
associadas ao cancer e que eles podem regular a transcri¢ao de c-MYC. O aumento de

expressdo deste oncogene nos CaPs ja foi confirmado por vérios autores, como
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também o aumento de expressdo protéica nuclear nestes tumores (FLEMING et al.
1986; GUREL et al. 2008). O aumento de expressdo de ¢-MYC talvez seja um fator
critico que contribui para o inicio do adenocarcinoma prostatico (IWATA et al.
2010). Estes resultados acrescidos de dados das analises de CGH-array revelando
ganho em 8q24.21 em CaP que evoluiram para metastase, confirmaram o papel deste
oncogene nestes tumores (LAPOINTE et al. 2007; ZANKE et al. 2007; ZHENG et
al. 2007; LIU et al. 2008; ISHKANIAN et al. 2009).

O NKX3.1, mapeado em 8p2l, tem sido relatado como importante no
desenvolvimento da prdstata normal, na génese e progressio da doenca
(BIEBERICH et al 1996; COOK et al. 1998; BATHIA-GAUR et al. 1999; BOWEN
et al. 2000; QUO e BERNS 2001; SEIDMAN 2002; GONZALGO e ISAACS 2003;
JU et al. 2006; HORNSTEIN et al. 2008; POSSNER et al. 2008; ZHANG et al.
2008; ISHKANIAN et al. 2009; SHEN et al. 2009). Foi também associado com
estagios precoces da tumorigénese prostatica (SONG et al. 2009). Este gene ¢
regulado por receptores androgénicos e ¢ expresso especificamente em células
epiteliais prostaticas. BOWEN et al. (2000) relataram perda alélica nesta regido em
aproximadamente 80% dos CaP. Vérios autores confirmaram a perda de heterozigose
desta regido na maioria das lesdes e tumores de prostata (BOVA et al. 1993;
MACOSKA et al. 1995; HE et al. 1997; ASATIANIE et al. 2005) e correlacionaram
o achado com o avanco da doenca, aumento do grau histolégico e estadio (VOCKE
et al. 1996; BETHEL et al. 2006).

A perda de expressao da proteina NKX3.1 foi observada em 40% de tumores
prostaticos humanos e 20% de focos de PIN (neoplasia intra-epitelial prostatica)

(ZHANG et al. 2010). GUREL et al. (2010) avaliaram o papel do NKX3.1 como um
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marcador de metastase em CaP utilizando os niveis de expressao protéica em CaP e
outros tecidos tumorais. Os autores relataram 100% de marcacdo desta proteina em
prostata normal, 85% de positividade nos tumores primarios ¢ 99% nos casos de
metastase de CaP enquanto nenhum tecido metastatico de outros tumores apresentou
marcagdo para esta proteina. Estes achados sugeriram que esta proteina é um
marcador especifico de tecido prostatico.

A fungdo precisa da NKX3.1 no desenvolvimento e progressao do cancer
ainda ¢ controversa. A proteina foi relatada como sendo um fator transcricional de
ligacdo ao DNA (ZHANG et al. 2010). Nos estudos prévios do nosso grupo, as
analises de HR-CGH revelaram perda da regido onde se mapeia o gene NKX3.1
(8p21) em dois casos de tumores de prdstata primarios e suas metastases em
testiculo. No grupo de amostras formado por diferentes bidpsias de um mesmo
paciente, também foram encontrados dois casos apresentando perda nesta regido. A
analise de redes bioldgicas resultantes do conjunto de genes alterados por CGH-array
revelaram esta regido como central indicando um papel relevante na carcinogénese
de prostata.

As andlises prévias de alteracdes genomicas significantes por CGH-array em
carcinomas de prostata e suas metdstases do nosso grupo demonstraram que os genes
SRF e SRC eram centrais em redes biologicas. O gene SRF ¢é caracterizado como um
importante co-fator de miocardina no controle da expressdo de genes na musculatura.
Além desta fun¢do, o SRF também possui um papel fundamental na inflamagao, com
efeito na destrui¢do celular pela agdo do fator de transcricdo NF-kB (p65) (TANG et
al. 2008). YEMELYANOV et al. (2007) descreveram o papel do gene SRF como um

supressor tumoral no CaP. Os autores observaram que este gene esta relacionado a
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inibicdo de multiplas vias de sinalizagdo e fatores de transcri¢do envolvidos na
proliferacao e transformacao celular. Segundo JU et al. (2009) ha um mecanismo de
interagdo entre os genes SRF e NKX3.I na predisposicdo ao CaP. Com anélises de
recombinagdo protéica, foi observado que SRF atua na modificacdo de residuos
necessarios para manter a estabilidade de dominios 4cidos presentes na estrutura
molecular de NKX3.1, e que modificagcdes na estrutura desses dominios podem ser
um fator de risco genético para a predisposi¢do do CaP.

O gene SRC ¢ um proto-oncogene tirosina quinase que atua em Vvarios
processos neoplasicos invasivos € metastaticos 6sseos. Tem sido identificado como
um candidato a terapia alvo em pacientes com tumores solidos. Varios inibidores de
SRC estdo em desenvolvimento, mas o mais explorado é o dasatinib. Estudos pré-
clinicos em uma variedade de tumores, incluindo préstata, mama e gliomas,
demonstraram que esta droga atua como agente citostatico inibindo os processos de
proliferacdo celular, invasdo e metastase. Mais especificamente, esta molécula atua
inibindo a atividade de osteoclastos, que tem papel fundamental no desenvolvimento
da metastase 6ssea (ARAUJO e LOGOTHETIS 2010). Segundo EDWARS (2010),
SRC e a familia SRC-quinases (SFKs) estdo envolvidos em multiplas vias de
sinalizacdo centrais para o desenvolvimento, progressao e metastase do CaP, porém o
tratamento com inibidores desta molécula ainda estd em fase de investigagao.

A andlise de redes bioldgicas revelou uma conexdo entre o gene SRF e
TIMP3 (TIMP metallopeptidase inhibitor 3) e NCOAI (nuclear receptor coactivator
1) (Tabela 1).

A proteina TIMP3 atua como um inibidor de metaloproteases, que sao

peptidases envolvidas na degradagdo da matriz extracelular; na inducdo da apoptose
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e na inibicdo do crescimento de células tumorais, sendo assim considerado um
supressor tumoral (GU et al. 2008). Recentemente, foi analisado o padrio de
metilacdo deste gene em tumores gastricos e esofagicos, no entanto, ndo sdo bem
estabelecidas as implicagdes clinicas associadas a perda de expressdo de TIMP3 nos
processos carcinogénicos (BROCK et al. 2003; SCHULMANN et al. 2005;
CLEMENT et al. 2006). CROSS et al. (2004) relataram uma expressdo elevada do
transcrito 7IMP3 no componente estromal de hiperplasias benignas e carcinomas de
prostata.

Em 1995 o receptor de esterdide co-ativador 1 denominado NCOA! ou SRCI,
foi clonado como o primeiro auténtico NR co-ativador (ONATE et al. 1995). O
aumento de expressdo deste gene foi detectado em um grupo de tumores de mama e a
correlacdo com ERBB2 foi positiva indicando piores niveis de sobrevida livre da
doenga (XU et al. 2010). Vérios estudos t€ém demonstrado que o aumento dos niveis
de expressao génica e protéica de NCOAI, estdo correlacionados com caracteristicas
de agressividade da doenga tanto nos tumores primarios quanto nas metastases dos
CaPs (GREGORY et al. 2001; AGOULNIK et al. 2005). Foi também relatada uma
correlacdo significativa entre os niveis de mRNA deste gene e a progressao dos
tumores de prostata (MORI et al. 2008). O aumento de expressdo de NCOAI nos
tumores de prostata ¢ confirmado por varios autores, mas a freqiiéncia exata deste
evento ainda nao foi bem esclarecida (XU et al. 2009).

Na analise das redes bioldgicas dos dados prévios por CGHarray, foi
observado que os genes DAB2 (disabled homolog 2, mitogen-responsive
phosphoprotein), ATF1 (activating transcription factor 1), ETV6 (ets variant 6) € o

ICAM1 (intercellular adhesion molecule 1) estdo associados ao SRC (Tabela 1).
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O DAB?2 ¢ um supressor tumoral com baixa expressao em tumores de prostata
metastaticos (KONG et al. 2010). Ha relatos demonstrando a perda da expressao
protéica em 80-90% dos tumores de ovario e mama (BAGADI et al. 2007). Analises
de expressdo desta proteina por imunoistoquimica demonstraram auséncia da
expressdo em tecidos tumorais de mama enquanto que em tecidos normais ela estava
presente (BAGADI et al. 2007). Esta proteina ¢ caracterizada como um antagonista
de receptores de androgenos mediados pelo crescimento celular em CaP, na via de
interagdo com a proteina c-SRC. Esta interagdo causa a inativacdo de Erk e Akt que
sdo proteinas criticas para a proliferacdo e sobrevivéncia das células prostaticas
tumorais. ZHOUL et al. (2005) concluiram que a proteina DAB2 pode modular
receptores de androgenos que irdo mediar o crescimento celular tanto nos tecidos
prostaticos normais como nos tumorais. Este marcador tem sido caracterizado como
um possivel alvo para predizer o risco de agressividade dos CaPs (KONG et al.
2010).

A proteina ATF1 ¢ um membro da familia de fatores de transcrigao b-Zip que
inclui CREB e elementos moduladores de resposta cAMP (MAYR ¢ MONTMINY
2001). Estes fatores de transcricdo b-Zip regulam genes alvo pela formacdo de
homodimeros ou heterodimeros com outros fatores de transcricdo da familia, como
JUN e FOS (HAI e CURRAN 1991; MAYR ¢ MONTMINY 2001). A expressao de
ATF]1 esta aumentada em linfocitos (HSUEH e LAI 1995) e células metastaticas de
melanoma (JEAN et al. 2000) e pode contribuir para o crescimento potencial destas
células. ATFI atua como um ativador transcricional ou repressor de genes envolvidos
na proliferagdo celular, no entanto ainda ¢ desconhecido o mecanismo molecular que

controla a diversidade de agdes desses genes alvos (IWASAKI et al. 2007). Ha
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descrigdes de translocacao deste gene com EWRSI, t(12;22)(q13;q12), em melanoma
e histiocitoma angiomatdide fibroso (WANG et al. 2009; TANAS et al. 2010).
Apesar da presenga do gene ATF[ nas andlises das redes bioldgicas no estudo prévio
do grupo e a ligagdo com o gene central SRC, ndo ha, para o nosso conhecimento,
relatos da associagdo desse gene com CaP.

O gene ETV6 mapeado em 12p13 foi descrito como um gene alvo presente
em doengas linféides e mieldides (KIBEL et al. 2002). Eventos de translocagdo deste
gene normalmente resultam em uma fusdo génica, que determina a ativagdo da
funcdo ou expressdo de ETV6 (PARK et al. 2009). Alteragdes no gene ETV6 estdo
presentes em carcinomas mamarios in situ e invasivo (LAE et al. 2009). Em adi¢do, a
delecdo envolvendo o gene ETV6 estd intimamente relacionada a carcinomas
prostaticos, sugerindo assim o papel de supressor tumoral (KIBEL et al. 2002).

A molécula de adesdo intracelular ICAM1 ¢ uma glicoproteina de
transmembrana pertencente a super familia de moléculas de adesdo (DYMICKA-
PIEKARSKA ¢ KEMONA 2009). Estad expressa em baixos niveis em varios tipos
celulares incluindo fibroblastos, células endoteliais e alguns leucocitos. Durante a
resposta inflamatoria e imune, o mecanismo de acdo deste gene facilita a invasdo e o
dano ao tecido pelas células imunes (YANG et al. 2005). Embora sua importancia
esteja relacionada a resposta imune, a proteina ICAM1 também esta implicada na
progressdo e no prognostico de varios tipos de cancer (HEMMERLEIN et al. 2000;
TEMPIA-CALIERA et al. 2002; CHOI et al. 2004; LIN et al. 2006; DYMICKA-
PIEKARSKA ¢ KEMONA 2009). Tem sido proposto que ICAM1 est4 envolvida no
processo metastatico, facilitando a progressao das células metastaticas para os sitios

secundarios (LIN et al. 2006; WANG et al. 2006; BROOKS et al. 2008; LIANG et
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al. 2008). HAYES e SEIGEL (2009) investigaram a imunorreatividade de ICAM1
em tecido prostatico normal, maligno e metastatico. Os resultados dessas analises
demonstraram que a intensidade de marcagdo foi ausente no tecido prostatico

normal, enquanto que nos CaPs a intensidade de marcag@o apresentou-se moderada.



Tabela 1 - Descrigdo dos genes associados aos genes centrais SRF e SRC apos analises de redes bioldgicas em tumores de prostata, incluindo a referéncia do clone
(plataforma HB68 BAC platform (6K) Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, USA) em que foi detectado como alterado no estudo prévio do grupo (SANTOS 2008)

localizagdo cromossOmica, tipo de amostra na qual a alteragdo foi encontrada, fungdo do gene e dados da literatura.

Genes associados ao SRF

Gene

BAC Regido

Casos

Funcéo

Referéncias em literatura

TIMP3

RP11-70F2 22q12.3

CaP1

Apoptose

Inibicdo do crescimento tumoral e metastase, efeito inibitorio da invasdo celular (tumor de
mama) (HAN et al. 2004).; expressdo elevada do transcrito no componente estromal de
hiperplasias benignas e cancer de prostata (CROSS et al. 2004); promotor de apoptose em
células de melanoma (AHONEN et al. 2003). Nivel de transcrito reduzido em amostras de
carcinomas de células escamosas do pulmao sugerindo assim um papel de supressor tumoral
importante na tumorigénese humana (MACHKOVA 1991).

NCOAl

RP11-169L20 2p23

CaP II

Regulacdo da
transcri¢ao

Alteragdes na regulacdo deste gene s3o importantes para o desenvolvimento tumoral
(WACHTEL et al. 2004).

Genes associados ao SRC

Gene

BAC Regido

Casos

Funcéo

Referéncias em literatura

DAB2

RP11-44D11 5p13

CaP II

Proliferacao celular

Expressdo diminuida deste gene foi associada a varias neoplasias. A expressdo positiva deste
gene foi associada a inibigdo do crescimento do CaP e também apresenta regulacdo negativa.
Este gene tem fungdo relacionada a manutengdo do complexo de homeostase celular (WANG
et al. 2002); modulagdo do crescimento celular mediado por receptores androgénicos tanto nas
células normais quanto nas malignas. Em adi¢do também foi descrita a relagdo com o
complexo ¢cSRC em CaP ; (ZHOUL et al. 2005); Candidato a supressor tumoral em cancer de
ovario (ANUPAM et al. 2006).

ICAM1

RPI1-19704 19p13.3-p13.2

CaP I e Meta

Adesio celular

Analises de SNPs mostraram associagdo deste locus com o risco de CaP em homens com
historia familial (CHEN et al. 2006). Expressdo diminuida em ndédulos de cancer de mama
positivos (MADHAVAN et al. 2002); responsavel pela adesdo de células tumorais no
endotélio, passo crucial para o processo de metastase (FINZEL et al. 2004); expressdo deste
gene em células endoteliais pela indu¢do do TNF (ZHOU et al. 2007).

ATF1

RP11-533J15 12q13

CaPI

Regulacdo da
transcri¢ao

Associagdo com sarcoma de células claras e envolvido no rearranjo cromossomico
t(12;22)(q13;q12) (SOMERS et al. 2006); regulador de linfocitos T (VAN DER STOEP et al.
2002).

ETV6

RP11-418C2 12p13

CaP I e Meta

Regulacdo da
transcri¢ao

Delecao da regido 12p12-p13 envolvendo o gene ETV6 em carcinomas prostaticos, sugerindo
suposto papel de supressor tumoral (KIBEL et al. 2002); mutagdes neste gene foram
associadas a cancer de mama (TOGNON et al. 2002), leucemia mieldide aguda (BARJESTEH
VAN WAALWIJK VAN DOORN-KHOSROVANI et al. 2005) e carcinomas de células
acinares (REIS-FILHO et al. 2008).

CaP I: tumores primarios que evoluiram para metastase; Meta: metastase; CaPII: tumores primarios que ndo evoluiram para metéstase.
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2 OBJETIVOS

Baseados em resultados de estudos anteriores utilizando HR-CGH e CGH-
array foram selecionados dez genes para confirmacdo dos achados e seu
envolvimento em carcinomas de prostata esporadicos. Assim, este estudo tem como

objetivos:

o Avaliar a expressdo dos transcritos c-MYC, NKX3.1, SRF, e SRC e das
suas proteinas;

° Avaliar a expressdo protéica de TIMP3, NCOA1, DAB2, ATF1, e
ETV6 e ICAMI.

o Comparar os achados de expressdo génica ¢ proteica com os dados

clinicos e histopatologicos dos pacientes com CaP.



MATERIAL
E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas nesse estudo foram obtidas do banco de amostras do
Laboratorio NeoGene, Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu, SP, com a
colaboragdo do Dr. José Carlos Souza Trindade Filho, Departamento de Urologia e
do Dr Jodo Lauro Vianna de Camargo, Departamento de Patologia. Amostras
adicionais foram obtidas do Banco de Amostras do Hospital AC Camargo, Sao
Paulo, SP sob supervisdao do Dr Fernando Augusto Soares e Banco de Biomoléculas
sob a responsabilidade da Dra Dirce Carraro. Todas as amostras desse estudo foram
coletadas previamente ao tratamento hormonal ou radioterapico. Este projeto foi
aprovado pelo CONEP (Parecer 304/2000) e pelo CEP do Hospital AC Camargo
(Processo n°1024/07). A Tabela 2 apresenta os dados clinicos, tempo de seguimento
e achados histopatoldgicos das amostras utilizadas neste estudo.

No presente estudo a avaliacdo de genes candidatos, selecionados a partir de
estudos prévios utilizando CGH-array foi realizada por analise de expressdo génica
pela metodologia de RT-PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) para os genes
c-MYC, SRF, SRC e NKX3.1 e protéica de c-MYC, NKX3.1, SRF, SRC, TIMP3,
NCOAL, DAB2, ATFI1, ETV6 e ICAMlusando a técnica de imunoistoquimica em
amostras organizadas em microarranjos de tecidos (TMA).

Para a analise de qRT-PCR foram utilizadas tecidos coletados e armazenados

a fresco (-80°C), incluindo 95 carcinomas de prostata (provenientes de
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prostatectomia radical), nove tecidos normais adjacentes ao tumor (margem
cirargica) e duas amostras de tecido prostatico coletadas em necropsia de pacientes
que vieram a Obito por causas ndo relacionadas a afec¢des prostaticas, confirmada
por analise histopatologica (pacientes com idades de 42 ¢ 49 anos). Para andlise
proteica foram utilizadas duas plataformas de TMA. A primeira, composta de 62 CaP
e 23 hiperplasias prostaticas benignas (HPB), nove amostras de tecidos ndo
neoplasicas adjacentes (TecAdj) e duas amostras de tecidos prostaticos normais
(SVO). A segunda plataforma contem 133 CaP e 23 hiperplasias prostaticas
benignas. Em ambas as plataformas, selecionou-se a area do tumor que representasse
o grau de Gleason, atribuido ao exame histopatologico. Para as reagdes
imunoistoquimicas e foram utilizadas os dois microarranjos de tecidos.

Sessenta e dois CaP e 9 amostras de tecido adjacente foram avaliados pelas

duas metodologias, qRT-PCR e imunoistoquimica.
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Tabela 2 - Caracterizacéo clinica, dados de seguimento dos pacientes cujas amostras

foram utilizadas no estudo e caracteristicas histopatologica das amostras de CaP.

Expressao génica IHQ
o gRT-PCR TMAG TMA7
Variaveis
CaP Tec Adj* CaP Tec Adj* CaP HPB
(n=95) (n=9) (n=62) (n=9) (n=133) (n=23)
Idade (anos) 62 65 60 65 61,6 60
Mediana (min-méx) (43-79) (52-71) (46-74) (52-71) (46-76) (41-73)
Seguimento Clinico
(meses) 52,9 19 48,1 19 68,7 -
Mediana (min-méx) (2-94.5) (3,1-45,9) (6,7-119,8) (3,1-45.9) (8,3-164,6)
PSA pré-cirurgico
(ng/mL) 9,9 9,72 10,8 9,72 12,6 -
Mediana (min-méx) (1,6-69) (5,63-19,36) (2,6-69) (5,63-19,36) (1,8-78)
Escore Gleason
4-6 39 3 17 3 85 -
7 42 5 34 5 32 -
8-9 14 1 11 1 15 -
Historia familial
Positiva 24 15 26 -
Negativa 67 41 106 -
Estadio patoldgico
pT2 53 29 67 -
pT3 44 30 56 -
pT4 2 1 8 -
Invasdo angiolinfatica
Positiva 16 2 14 30 -
Negativa 78 46 102 -
Extensdo extra-
prostatica
Positiva 20 20 21 -
Negativa 63 40 110 -
Margem
comprometida
Positiva 29 3 25 3 43 -
Negativa 66 6 35 6 89 -
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Cont/ Tabela 2

Linfonodos

comprometidos

Positivo - - 4 - 6 -

Negativo - - 55 - 121 -

Recidiva Bioguimica

Positiva 25 - 20 - 51 -

Negativa 69 - 39 - 37 -
Metastase

Positiva 4 - 4 - 9 -

Negativa 50 - 51 - 119 -

Risco de recorréncia*

Baixo 25 - 10 - 36 -
Moderado 54 - 36 - 73 -
Alto 18 - 13 - 24 -

CaP: cancer de prostata; Tec Adj: tecido adjacente HPB: hiperplasia prostatica benigna.
* Risco de recorréncia: Adaptado de NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology ™ Prostate
Cancer,2010. *Os dados apresentados referem-se ao cdncer de prostata do paciente em que foi

possivel a obtengdo de tecido adjacente morfologicamente normal.

3.2 CRITERIOS DE SELECAO DE GENES CANDIDATOS

A partir de estudos prévios do grupo (hibridagdo gendmica comparativa de
alta resolucao — HR-CGH e CGH-arrays) em amostras de pacientes com carcinoma
de prostata e suas mestastases, foram selecionados genes candidatos mapeados nas
regides gendmicas alteradas para confirmar seu envolvimento em CaP. Os resultados
das analises de HR-CGH demonstraram ganho da regido 8q24 (gene candidato
selecionado ¢-MYC) e perda em 8p21 (gene candidato selecionado NKX3.7). Nas
analises de CGH-array, foi observado ganho nas regides gendmicas contendo os

genes c-MYC e SRF mapeados em 8q24 e 6p21.1, respectivamente.
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Para a selecao dos genes a serem considerados como candidatos a marcadores
em CaP foram utilizados os seguintes critérios:

1) selecdo de genes candidatos mapeados nas regides alteradas: os genes
foram primeiramente selecionados por estarem presentes nas regides envolvidas em
perda ou ganho gendmico e, posteriormente, foram categorizados quanto a funcao,
tipo de tecido onde se expressam e a possivel associagdo destes genes com cancer de
prostata ou outras neoplasias. Para isso foram utilizados o banco de dados Ensembl
(http://www.ensembl.org), Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi) e
OMIM (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/omim);

2) selecdo dos genes candidatos envolvidos em redes bioldgicas: Os genes
que estavam presentes nas regides genOmicas alteradas também foram analisados
pelo estudo de redes bioldgicas. Estes genes candidatos foram investigados usando o

banco de dados Unified Human Interactome (UNIHI) (www.mdc-berlin.de/unihi) e o

software Cytoscape (Www.cytoscape.org), com o objetivo de identificar genes que

mostrassem associa¢des em redes bioldgicas. Foi também utilizado o banco de dados
HiMAP (Human Interactome Map), que possibilita a visualizagdo das interagdes
existentes entre os genes. A Tabela 3 apresenta um resumo dos dados obtidos nos
estudos prévios do grupo e os genes candidatos. A Figura 1 apresenta as redes
bioldgicas utilizadas para identificar os genes selecionados para confirmacdo dos

dados prévios.
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Tabela 3 - Alteragdes genomicas (perda ou ganho de seqiiéncia) detectadas por CGH

cromossomico de alta resolu¢do (HR-CGH) e/ou CGH-array e os genes candidatos
selecionados para o presente estudo.

Regido Gene ) )
) HR-CGH CGH-array ) Funcao bioldgica
gendmica candidato
8p21 Perda Nao presente na NKX3.1 regulacdo do ciclo celular. Tem
plataforma** sido associados a eventos de
apoptose, sintese de DNA e
reparo a danos
8q24.21 Ganho Ganho c-MYC progressdo do ciclo celular,
apoptose e transformagao celular
20q12-q13 - Naio presente na SRC* regulacdo do desenvolvimento
plataforma** embrionario e do crescimento
celular
6p21.1 - Ganho SRF* crescimento celular, apoptose e

diferenciacdo celular

*QGenes selecionados a partir da analise de redes bioldgicas; (-): alteracao ndo identificada.

** Plataforma HB68 BAC platform (6K) (Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, USA).
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Figura 1 - Analise de redes bioldgicas, indicando os genes candidatos envolvidos no
cancer de prostata apds a analise dos genes significantes envolvidos em CaP por
CGH-array. As linhas representam a conexdo entre os genes. Os genes estdo
representados nas circunferéncias. Os genes que se encontram nas regides centrais

foram selecionados para o estudo.
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3.3 PROCESSAMENTO DO TECIDO

As amostras a fresco de carcinomas prostaticos primarios e nao tratados,
coletadas e armazenadas a -80°C foram macrodissecadas manualmente. A partir de
cortes de congelacdo seqiienciais de 5 pm, realizado em criostato (Leica), foram
preparadas laminas como referéncia, sendo coradas com hematoxilina e eosina (HE).
Utilizando-se microscopio Optico foi delimitada a area de maior concentragdo de
células tumorais (>80%) e se procedeu a macrodisseccdo manual sob lupa
estereoscopica. Para que o material permanecesse congelado, foi utilizado nitrogénio
liquido durante o procedimento. A primeira e a Ultima lamina resultantes da por¢ao
da regido macrodissecada foram coradas com hematoxilina-eosina para avalia¢do da

concordancia entre ambas em relagdo ao tecido isolado para estudo.

34 RT-PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

Isolamento do RNA total

A extracao de RNA total foi realizada com a utilizagdo do RNeasy Mini Kit
(QIAGEN), segundo as recomendacdes do fabricante, nas amostras obtidas da
Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu, SP. Em resumo, aproximadamente 30mg
de tecido tumoral foi pulverizado em cadinho com nitrogénio liquido. Apds a
pulverizacdo, foram adicionados 600ul do tampao RLT para lise das células do
tecido. Esse material foi transferido para um tubo de 2mL, agitado manualmente
durante 1 minuto e centrifugado por 3 minutos a 13.200 rpm em temperatura

ambiente. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 350uL
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de etanol 70% (preparado com dgua DEPC). Essa mistura foi transferida para a mini
coluna acoplada em tubo coletor e centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm em
temperatura ambiente. Foram adicionados 700uL. do tampao RW1 na mini coluna e
centrifugou-se por 15 segundos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. A seguir,
500uL do tampao RPE foram adicionados na mini coluna e esta foi centrifugada por
15 segundos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. A lavagem da mini coluna com
o tampao RPE foi repetida mais uma vez. Apds centrifugar a mini coluna por 2
minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente, esta foi transferida para um tubo de
1,5mL e foram adicionados 15 a 25ul. de agua RNase-free, de acordo com a
quantidade de amostra. A mini coluna acoplada ao tubo foi centrifugada por 1
minuto a 10.000 rpm em temperatura ambiente. O RNA foi incubado por 2 minutos a
65°C e em seguida colocado imediatamente em gelo. Para as amostras obtidas no
Hospital AC Camargo, foram fornecidas aliquotas de RNA total do Biobanco do

referido Hospital.

Obtencéo de cDNA

Uma aliquota do RNA (1,5uL) de cada amostra foi avaliada em gel de
agarose 2% acrescido com SYBR safe (Invitrogen) e as bandas de RNA, 18S e 28S,
foram visualizadas em luz ultravioletae quantificada por espectrofotometria
(NanoDrop, MD — 1000, Spectrophotometer). As amostras foram diluidas a uma
concentragdo final de 1ug/ul e a seguir tratadas com DNAsel Amplification Grade
(Invitrogen - 1U/uL), antes da reagdo de transcri¢do reversa para obtengdo do DNA

complementar (cDNA).
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A sintese do cDNA foi realizada em um volume final de 20uL contendo 5x
First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl,), 10
mM de cada ANTP, 0,5ug/uL de Oligo (dT);s, 0.1M ditiotreitol (DTT) e 200U da
transcriptase reversa SuperScript™ II (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad,
CA). A transcricdo reversa foi realizada a 42°C por 60 min ¢ a reacdo foi

subseqilientemente inativada por 15 min a 70°C. O cDNA foi estocado a -70°C.

RT-PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

O desenho dos iniciadores para os genes alvo e endogeno foi realizado
utilizando o Software Primer Express 2.0 (Apllied Biosystems). Primeiramente foi
realizada uma analise in silico em bancos de dados publicos, como o National Center
for Biotechnology Information (http.//ncbi.nlm.nih.gov) ¢ o Ensembl, para verificar
se estes genes se expressavam em tecido prostatico e para avaliar a presenga de
possiveis isoformas. As seqiiéncias forward e reverse dos iniciadores foram
avaliadas pela ferramenta BLAST do site do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), garantindo a especificidade dos iniciadores
para cada gene a ser analisado pela qRT-PCR. Baseados em estudos prévios do
grupo em carcinomas de prostata, trés genes endégenos (S-actina, GAPDH e HPRT)
foram testados para a normalizacao da expressao dos genes alvo, sendo selecionado o
HPRT por ser mais estavel. Para este proposito foi utilizado o programa geNorm
(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/). As seqiiéncias dos iniciadores dos

genes alvo e de referéncia estdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Seqiiéncias de bases dos iniciadores utilizados nas qRT-PCR em tempo
real dos genes NKX3.1, c-MYC, SRC, SRF e o gene endogeno HPRT.

Gene Primer Forward Primer Reverse
NKX3.1 5’-ACCGACCCAGAAAGGCACTT-3’ 5’-GAGCGCTTCTGCGGCTG-3’

c-MYC  5-GACTCTGAGGAGGAACAAGAAGATGAG-3* 5’-GCAGAAGGTGATCCAGACTCTGA-3’

SRF 5’-CGCTACACGACCTTCAGCAAG-3’ 5’-CATAGGCCTTCTTGATGCC-3’
SRC 5’-CAAGGTGCCAAATTCAAAAT-3 5’-GTCAGCAGGATCCCGAAGG-3’
HPRT 5" TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG3’ 5 GGCCTCCCATCTCCTTCATC3’

As reagdes de amplificacao foram realizadas em placas de 96 pogos, contendo
duplicatas de cada amostra e controle negativo, num volume final de 10uL para cada
reacdo, sendo Syl do reagente Power SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems), 0,2uL. de cada iniciador 10uM (iniciadores forward e reverse) e 1 uL
de cDNA (diluido 1:5).

Os genes alvos e o endogeno para cada amostra foram incluidos na mesma
placa de reagdo. As condig¢des de reagdo de amplificagdo para todos os iniciadores
foram: 95°C por 10min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15seg e 60°C por 1 min. Ao
final de cada reacdo, a curva de dissocia¢do para cada gene testado foi realizada de
modo a observar a especificidade da reagdo por meio da identificagdo de um unico
pico referente a um unico produto amplificado.

A fluorescéncia foi capturada e coletada a cada ciclo da PCR, sendo que a
intensidade de fluorescéncia detectada foi diretamente proporcional a quantidade de
cDNA da amostra. Os dados gerados foram analisados por um software especifico
(Applied Biosystems, Foster City, CA) e plotados em um grafico que mostra a

intensidade de fluorescéncia versus o numero de ciclos. A analise de cada reagao foi
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realizada determinando primeiramente o baseline, que consiste na quantidade de
fluorescéncia lida durante os ciclos iniciais da PCR, onde ocorre pouca alteragdo de
sinal. O software desconta os valores dessa fluorescéncia basal. Em seguida, ¢é
determinado o threshold, que deve ser selecionado na fase exponencial da curva da
PCR. O ponto em que ocorre a intersec¢ao do threshold com a curva de amplificagao
¢ determinado como C;, ou seja, o ciclo do threshold. Todas as amostras foram
comparadas no mesmo threshold, porém o C; varia de acordo com o ciclo em que a
curva de amplificagdo cruza com o threshold. Assim, cada amostra apresenta um
valor de C; especifico e que esté relacionado com a quantidade de cDNA do gene em
questdo presente na amostra. A quantificagdo relativa (QR) ¢ calculada pelo método
p-AACT (Cy: ciclo do threshold; AC; - C; do gene alvo menos o C; do gene endogeno
(HPRT); AAC; - AC; da amostra tumoral menos o AC; da amostra normal). Para a
analise dos dados foram considerados genes diferencialmente expressos nas amostras
de CaP e tecido adjacente com auséncia de neoplasia, aqueles que apresentaram QR
(quantificacdo relativa) >2 (genes regulados positivamente) ou QR<0,5 (genes

regulados negativamente), em relagdo as amostras de prostata normais.

35 ELABORACAO DA PLATAFORMA DE MICROARRANJOS DE

TECIDOS (TMA)

Dois TMAs foram construidos contendo amostras de adenocarcinoma de
prostata localizado. O primeiro (TMAG6) foi elaborado com os mesmos casos de CaP
que foram utilizados na analise de expressdao génica. Este TMA contém 31 amostras

provenientes da Faculdade de Medicina de Botucatu, SP e 33 do Hospital A.C.



38

Camargo, SP; como controle foram utilizados 23 casos de hiperplasia prostatica
benigna (HPB), nove tecidos adjacentes ao tumor e dois tecidos prostaticos normais.
Este TMA foi montado com amostras em duplicata.

O segundo TMA (TMA7) contém 133 amostras de CaP ¢ 23 HPB. Neste
caso as duplicatas eram de diferentes blocos de parafina do mesmo caso. Os cortes
foram extraidos de areas previamente definidas, que representavam o escore de
Gleason atribuido na avaliagdo histopatologica, utilizando um Tissue Microarrayer
(Beecher Instruments®, Silver Springs, USA).

Os cortes de tecidos com dimensdo de 1.0mm de cada amostra foram
colocados e organizados em blocos de parafina, com espagamento de 0.2mm. Apds a
inser¢ao de todos os casos, os blocos foram cortados em microtomo, na espessura de
3um e montados em laminas convencionais com organisilane (3-aminopropyl
trithoxy-silane) (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA), mantidas em freezer a -

20°C até o momento do uso.

36 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA POR

IMUNOISTOQUIMICA (IHQ) EM MICROARRANJOS DE TECIDOS

A técnica de imunoistoquimica baseou-se no protocolo estabelecido pelo
Laboratério de Imunoistoquimica do Hospital AC Camargo, SP, com o emprego de
método indireto de visualizagdo do anticorpo primdrio. Os protocolos da técnica de
imunositoquimica padronizados para cada anticorpo, seus clones e caracteristicas

estdo apresentados na Tabela 5.
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Os cortes histologicos foram desparafinizados com xilol e re-hidratados em
alcool etilico em concentragdes decescentes e agua destilada. A recuperagdo
antigénica foi realizada com tampao citrato pH 6,0, em panela de pressdo (Pascal).
Em seguida, as laminas foram resfriada por 15 min a temperatura ambiente e lavadas
em agua corrente. As laminas foram incubadas em trés banhos de peroxido de
hidrogéneo 3% (10V) durante 5 min cada, para o bloqueio da peroxidase endogena e
entdo lavadas em agua corrente por 5 min. Os cortes foram submetidos ao bloqueio
de proteinas inespecificas com caseina (Protein Block Serum-Free, DakoCytomation,
Carpinteria, USA) durante 20 min a temperatura ambiente.

Os cortes histoldgicos foram incubados com anticorpo primdrio (Tabela 5)
durante 18 horas (overnight) horas em cimara tmida a 4°C. Posteriormente, as
laminas foram lavadas em dois banhos com tampao PBS (do inglés, phosphate buffer
saline) 1X, por 5 min cada. Em seguidas foram incubadas com polimero Dextran
para a detecg@o do sinal (Novocastra) e lavadas com PBS 3 vezes por 5 min cada. A
coloragdo foi obtida utilizando-se 3,3’  diaminobenzidine tetrachloride
(DakoCytomation, Carpinteria, USA). Os cortes foram contra-corados com
hematoxilina Mayer e desidratados em concentragdes crescentes de alcool e xilol.
Em seguida, as laminas foram montadas com resina e laminula.

No controle negativo a incubagdo do anticorpo foi substituida por soro nao
imune ¢ como controle positivo foi utilizado tecido recomendado pelo fabricante
(Tabela 5). As analises da expressdo proteica foram realizadas em microscopio
optico convencional equipado com camara digital para o registro fotografico,
avaliando-se, de acordo com o anticorpo primdrio utilizado, a intensidade e/ou

extensdo das células positivas (Tabela 5).
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Na avaliacao da intensidade foram atribuidos escores de 1 a 3, sendo 1 reagao
de intensidade fraca, 2 intensidade moderada e 3 intensidade forte. Para a extensido
utilizou-se escores de 1 a 3, sendo 1: 0 a 25% das células positivas; 2: 26 a 50% das
células positivas; 3: > 50% das células positivas. Os dados foram analisados de
acordo com o padriao de marcagdo de cada anticorpo, sua localizagao (citoplasmatico
ou nuclear) e tipos celulares imunomarcados (por exemplo: epitélio ou estroma).

Em casos de discordancia entre os escores estabelecidos nas amostras em
duplicata, uma segunda opinido foi obtida até obter um consenso nos resultados
finais (patologistas envolvidas na analise: Dra. Renée Amorim e Dra. Maria
Aparecida Custodio Domingues). Para os oncogenes (c-MYC, SRC) atribuiu-se o
maior escore de marcagdo de intensidade nuclear para o c-MYC e citoplasmatica
para o SRC. Como o ICAMI ¢ uma molécula de adesdo, atribuiu-se o maior escore
de marcagdo para a intensidade da membrana. Para os genes supressores atribuiu-se o
menor escore de marcacdo de intensidade (TIMP3, DAB2, ATF1, NKX3.1, SRF e
NCOAL1) e extensdo (ETV6, SRC). Para a anélise estatistica da expressdo protéica
foram feitos agrupamentos dos escores de acordo com o anticorpo primdrio utilizado

e o padrao de imunomarcacao obtido da analise da prostata normal.



Tabela 5 - Relagao dos anticorpos primarios utilizados na rea¢ao de imunoistoquimica, fornecedor, clone, tecido utilizado como controle
positivo, padronizacdo da técnica e tipo de avaliacdo dos resultados.

Anticorpo  Fornecedor Clone Con_trple Tempo (Ee Temperatura Diluicdo Locallzaga~o da Avaliacéo feita ,Escore da
Positivo Incubacéo Marcagao prostata normal
Monoclonal  Linfoma de 4°C camara . .
c-MYC Neomarkers 9E10 3 Burkitt's 18 horas Gmida 1:100 Nuclear Intensidade 1
NKX3.1 Abcam Policlonal Can’cer de 18 horas 4 C camara 1:25 Nuclear Intensidade 2
Prostata umida
SRF Abcam Policlonal Cancer de 18 horas 4 C camara 1:50 Nuclear Intensidade 3
Mama umida
Cancer d 4°C cAmara Intensidade E:1;S:2
SRC Abcam Policlonal cer @€ 18 horas - ca 1:200  Citoplasmatica (E/S)
Mama umida ~
Extensao (S) S:4
TIMP3 Neomarkers Policlonal Placenta 18 horas 4 igﬁg;am 1:100 Citoplasmatica Intensidade 3
NCOA1l L.lfe Span Policlonal Prostata 18 horas 4 C camara 1:200 Citoplasmatica Intensidade 1
Bioscience umida
DAB2 Proteintech Policlonal Canc,er de 18 horas 4 C camara 1:100 Membrana Intensidade 2
Group ovario umida
ICAM1 Abcam Policlonal Melanoma 18 horas 4 i;?g;ara 1:25 Membrana Intensidade 0
Monoclonal Cancer de 4°C camara ) .
ATF1 Abcam EP1591(2)Y Mama 18 horas Gmida 1:400 Nuclear Intensidade 2
ETV6 Abcam Monoclonal Placenta 18 horas 4 i;ﬁg;ara 1:200 Nuclear Extensdo 4

E: Células epiteliais; S: Células estromais
Escores: Intensidade: 0- negativa, 1- fraca, 2 - moderada, 3 - intensa. Extensdo: 1-0a 25% das células positivas, 2-26 a 50%, 3-51 a 75%, 4 ->76%

41
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3.7 ANALISE DOS RESULTADOS

A gradagdo histologica dos tumores seguiu o sistema Gleason e o
estadiamento foi dado pelo sistema TNM (EPSTEIN et al. 2005). Para fins de analise
quanto ao risco de recorréncia do tumor, os pacientes com CaP e submetidos a
prostatectomia foram também estratificados em pacientes com risco baixo, moderado
e alto de recorréncia de acordo com os critérios sugeridos pelo NCCN Clinical
Practice Guidelines in Oncology ™ Prostate Cancer (2010), apresentados na Tabela

6.

Tabela 6 - Critérios considerados na analise de risco segundo caracteristicas clinicas
e morfologicas.

Risco de recorréncia Caracteristicas clinicas e Morfolédgicas
Baixo pT1-pT2a e escore de Gleason 2-6 ¢ PSA < 10 ng/mL
Moderado pT2b-pT2c ou escore de Gleason 7 ou PSA = 10 — 20 ng/Ml

pT3a ou pTxNI1 ou pTx Nx M1 ou escore de Gleason 8-10 ou PSA > 20
Alto
ng/Ml

Fonte: Adaptado de NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology " Prostate Cancer,2010.

Com relagdo ao escores de Gleason, as amostras de CaP com escore <7 (3+4)
foram classificadas como de baixo grau e as com escore > 7(4+3), como de alto grau
(MCDONNELL et al. 2008). Os parametros invasdo angiolinfatica, margem
cirirgica comprometida e invasdo de vesicula seminal foram obtidos apds consulta
dos laudos anatomo-patologicos. A extensdo extra-prostatica foi estabelecida com
base no estadio pTNM. Os tumores pT2 (confinado ao interior da prostata) foram

sub-classificados em pT2a (aqueles com 50% ou menos de envolvimento de um
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lobo), pT2b (aqueles que envolvem mais de 50% de um lobo mas ndo os dois) ou
pT2c (envolvem ambos os lobos). Os tumores foram classificados como pT2 quando
apresentavam auséncia de extensdo extra-prostatica (revisado por EPSTEIN et al.
2009). Os tumores pT3 (invasdo extra-prostatica) foram subdivididos em pT3a (com
extensdo extra-prostatica uni ou bilateral) e pT3b (com invasdo das vesiculas
seminais). Nos casos pT3 foi considerada a presenca de extensdo extra-prostatica.

A utilizagdo do PSA pos-cirurgico para estratificagdo dos casos com e sem
recorréncia bioquimica baseou-se no uso potencial dos valores de PSA como
indicadores progndsticos apos prostatectomia radical. Para tanto, foi considerado
como indicador de pior progndstico o nivel do PSA pos-cirirgico maior ou igual a
0,2ng/mL em pelo menos duas analises, ¢ que ¢ utilizado na pratica clinica dos dois
servigos (Faculdade de Medicina de Botucatu e Hospital AC Camargo) em pacientes
submetidos a cirurgia. A recorréncia clinica foi considerada como o diagndstico de
metastase a distancia.

Os resultados da expressdao génica e protéica foram comparados entre os
diferentes tecidos analisados, e em relagdo aos parametros clinico-laboratoriais e

anatomo-patologicos.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As comparagdes entre os valores de expressdao génica nos grupos amostrais e
as variaveis clinicas e histopatologicas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney quando duas categorias foram avaliadas e pelo teste de Kruskal-

Wallis quando trés grupos foram comparados. As andlises de correlagdo foram
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realizadas pelo teste ndo paramétrico de Spearman. O teste de qui-quadrado ou
Fisher foi aplicado para avaliar a for¢a de associacao entre as variaveis nas analises
de expressdo protéica. As probabilidades acumuladas de sobrevida livre de doenca
(SLD) foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier. Para a construgdo das curvas
de sobrevida foi considerada como inicio do seguimento a data da prostatectomia, e
como final do seguimento, a data da recidiva bioquimica para SLD. Para recidiva
bioquimica foi considerada a data do primeiro exame de PSA com valor maior ou
igual a 0,2ng/mL (persistente por mais de um exame) para o grupo que apresentou
recidiva bioquimica ¢ a data do ultimo retorno para os pacientes sem recidiva
bioquimica.

Todas as analises estatisticas consideraram o nivel de significancia de 5% e o

software de analise utilizado foi o Graphpad Prism versdo 3.0 e o SPSS versdo 17.0.



RESULTADOS



46

4 RESULTADOS

Analises de expressdo génica nos tumores de préstata

Para a padronizacdo das reacdes de cada gene foram construidas curvas-
padrao a partir de diluigdes seriadas de um pool de cDNA obtido a partir de amostras
de tumores e tecidos normais (SVO). A eficiéncia de reagdo dos genes alvo ¢-MYC,
NKX3.1, SRF e SRC e do gene endogeno HPRT foram superiores a 90%. As curvas
de amplificagdo e dissociacdo para esses genes estdo apresentadas na Figura 2.

A expressao génica de c-MYC, NKX3.1, SRF e SRC foi avaliada nos tumores
de proéstata (CaP), tecidos adjacentes nao neoplasicos (TecAdj) em comparagdo com
os tecidos prostaticos normais (N). Para todos os transcritos testados foi considerado

aumento de expressao quando QR> 2 e diminui¢do quando QR<0,5.
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Curva de Dissociagdo Curva de Amplificagdao

A.cMYC

B. NKX3.1

C. SRF

D. SRC

E. HPRT

Figura 2 - Curvas de amplificagdo e dissociagdo para os genes alvo c-MYC (A), NKX3.1 (B),
SRF (C), SRC (D) e para o gene de referéncia HPRT (E).
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c-MYC

Analises dos niveis de transcritos de c-MYC em tumores de proéstata

O aumento de expressdo do oncogene c-MYC foi detectado em 87% (83/95)
das amostras de CaP e em 78% (7/9) das amostras de tecido ndo-neoplasico
adjacente ao tumor (Tec Adj). Foi detectado aumento significativo da expressao de c-
MYC nos tumores em comparagdo com os demais tecidos avaliados (P=0,0029, teste
de Kruskal-Wallis). Foram detectados niveis mais altos de c-MYC nos CaP em
comparagdo ao TecAdj (P=0,0084, teste de Mann-Whitney). A demonstragdo grafica
desses resultados esta apresentada na Figura 3.

Em um caso pareado (caso 88) foi possivel avaliar os niveis de expressao no
tecido tumoral e no tecido ndo neopldsico adjacente deste mesmo tumor. Nesta
comparagdo detectou-se aumento dos niveis de transcritos tanto no tumor (QR=5,61)

quanto para no tecido adjacente (QR=4,57).

1004

104

QR cMYC

0.1
CaP TecAdj Normal

Figura 3 - Niveis de transcritos ¢-MYC em amostras de tumores de prostata (CaP), tecidos
adjacentes ndo-neoplasicos (TecAdj) e prostatas normais (Normal). Foi detectada diferenga
significativa entre os niveis desses transcritos nos trés grupos avaliados (P=0,0029, teste de
Kruskal-Wallis) e na comparagao entre CaP e TecAdj (P=0,0084, teste de Mann-Whitney).
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Associacdo entre os niveis de expressdo do gene c-MYC e as variaveis clinico-
histopatoldgicas

A comparagao entre os niveis de expressdo do c-MYC e as variaveis clinico-
histopatologicas revelou uma associagdo significativa com o estadio patoldgico.
Niveis mais altos de c-MYC foram detectados nos tumores de pacientes com estadio
pT2 em comparagdo com os tumores de estadio pT3/T4 (P=0,0388, Figura 4A). Foi
detectada uma associacdo marginalmente significativa entre os niveis de transcritos
mais altos e tumores com auséncia de extensdo extra-prostatica (P=0,0471), porém
observou-se uma grande dispersdo nos niveis de QR dos tumores de pacientes com
presenga de extensdo extra-prostatica (Figura 4B). As demais variaveis clinicas e
histopatologicas avaliadas ndo mostraram diferenca significativa na comparagao com
os niveis de expressao do gene (Anexo I).

O grupo de 83 CaP (83/95 - 87%) com aumento de expressdo génica de c-
MYC apresentou média de idade de 62 anos e auséncia de histdria familial de cancer
de prostata foi detectada em 58/83 casos. A média do PSA pré-operatério foi de 9,8
ng/mL e 75% deles (62/83) apresentaram altos escores de Gleason [>7(4+3)], 28%
dos pacientes (23/83 pacientes) apresentaram recidiva bioquimica (PSA pos-
operatorio >0,2ng/mL). Destes 83 casos com aumento de expressdao, apenas dois
(220F1 e 207F1) evoluiram para metastase.

Um caso dentre os 95 avaliados apresentou diminui¢do de expressao do gene
c-MYC (QR=0,43), este paciente de 61 anos com caracteristicas clinicas e
histopatologicas de pior prognostico (PSA pré-cirurgico=16,9ng/mL; Gleason

8(5+3); pT2c) nao apresentou recidiva bioquimica em 21 meses de seguimento
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clinico. Foi observada expressdao normal em 11/95 casos, e entre estes, um caso

(15T) apresentou recidiva bioquimica.

1001 1004

P=0,fJi388
104 |

QR cMYC
QR cMYC
°

1 1
0 i eV 0 Positiva Negativa

Figura 4 - Niveis de expressdo do transcrito c-MYC nos tumores de prostata em relagdo: A.
ao estadio patologico (II versus III e IV) (P=0,0388, teste de Mann-Whitney) e B. extensdo extra-
prostatica (positiva versus negativa) (P=0,0471, teste de Mann-Whitney).

Anélise de expressdo da proteina c-MYC em tumores de prostata e a associacado
com as variaveis clinico-histopatoldgicas

O padrao imunomarcacdo da proteina c-MYC foi nuclear em todas as
amostras testadas (prostata normal, HPB, carcinomas e TecAdj). Observou-se
também imunomarca¢ao citoplasmatica em todas as amostras (Figura 5), que nao foi
considerada nas andlises. A préstata normal apresentou marcagdo nuclear de
intensidade fraca (escore 1). Considerou-se as intensidades moderada e forte (escores
2 e 3) como aumento de expressao protéica, em relagdo a prostata normal.

Noventa ¢ um porcento dos CaP ¢ HPB apresentaram aumento de expressao
protéica. Ja o TecAdj apresentou aumento de expressao protéica de c-MYC em 56%
dos tecidos avaliados, com diferenca estatistica significativa em relagdo as afecg¢des
prostaticas avaliadas (P<0,014, Tabela 7). Os tumores apresentaram niveis de c-
MYC significativamente aumentados em relagdo as amostras de Tec Adj (P=0,002).

O mesmo foi observado em relacdo as amostras de HPB comparadas ao Tec Adj
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(P=0,034). Nao foi observada diferenga nos niveis de c-MYC entre CaP ¢ HPB
(P=0,99).

A correlagdo entre os escores de expressdo protéica e varidveis clinico-
histopatologicas nao revelou resultados estatisticamente significativos para maioria
das varidveis testadas (Tabela 8). As mesmas analises agrupando as intensidades
moderada e intensa de c-MYC considerado como aumento de expressdo protéica em
relacdo a prostata normal também ndo apresentou resultados estatisticamente
significativos. No entanto, menores niveis de c¢-MYC foram associados
significativamente com o escores de Gleason mais altos (P=0,02, Tabela 8). A
analise agrupando as intensidades moderadatintensa versus negativatfraca

confirmou que niveis mais baixos de c-MYC estavam associados com escores de

Gleason mais altos (P=0,008).



Figura 5 - Imunomarcagéo nuclear da proteina c-MYC. (A) Prostata normal: epitélio glandular com nucleos positivos e discreta marcagao.
IMH100X; (B) HPB: epitélio glandular com ntcleos positivos € moderada marcagio citoplasmatica; (C)-(E) Adenocarcinoma de prostata: (C) fraca
marcac¢do nuclear nas células epiteliais neoplascicas; (D) intensa marcagdo nuclear nas células epiteliais; (D) intensa marcagdo nuclear nas células
epiteliais, além de moderada imunoreatividade citoplasmatica; (E) acinos neoplasicos com marcagéo nuclear intensa e citoplasmatica. (IMH 100X).

Tabela 7 - Resultados da analise da expressdo da proteina c-MYC (nuclear) detectada pela técnica de imunoistoquimica em carcinomas de prostata
(CaP), tecidos prostaticos ndo neoplasicos adjacentes (Tec Adj) e hiperplasias prostaticas benignas (HPB) avaliada pela intensidade de marcacao nos

tecidos.

¢c-MYC (nuclear)

Amostras n (%)
Fraca Moderada Intensa p*
CaP (n=191)*" 18 (9) 80 (42) 93 (49)
HPB (n=23)° 2(9) 10 (43) 11 (48) 0.014
Tec Adj (n=9) 4 (44) 4(44) 1(12)

*Teste de Qui-quadrado
3 CaP versus HPB — P=0,99; ® CaP versus Tec Adj — P=0,002; ° HPB versus Tec Adj — P=0,034 (Teste de Qui-quadrado)
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Tabela 8 - Comparagdo entre a intensidade de marcacdo nuclear de c-MYC detectada por
imunoistoquimica (IHQ) nos carcinomas de prostata (CaP) e as variaveis clinico-
histopatologicas.

c-MYC
o IHQ intensidade nuclear
Variaveis N n (%) P>
Moderada +
Fraca Intensa
Idade 0,80
<60 83 7(8) 76 (92)
> 60 107 11 (10) 96 (90)
Historia Familial 0,86
Negativa 146 14 (10) 132 (90)
Positiva 40 3(8) 37(92)
PSA (ng/mL) 0,20
<4.0 13 1(8) 12 (92)
4-10 101 5(5) 96 (95)
>10 75 11 (15) 64 (85)
Gleason 0,02
<7 (3+4) 165 12 (7) 153 (93)
>7 (4+3) 25 6 (24) 19 (76)
Estadio Patolégico 0,96
II 94 8 (9) 86 (91)
MelV 94 9 (10) 85 (90)
Risco de recorréncia 0,61
Baixo 45 2 (5) 43 (95)
Moderado 107 10 (9) 97 (91)
Alto 36 5 (14) 31 (86)
Margem 0,11
Negativa 121 7 (6) 114 (94)
Positiva 68 10 (15) 58 (85)
Extensdo extra-prostatica 0,30
Negativa 147 11(7) 136 (93)
Positiva 41 6 (15) 35(85)
Invas&o angiolinfatica 0,13
Negativa 146 10 (7) 136 (93)

Positiva 43 7(16) 36 (84)
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Cont/ Tabela 8

Invasao Vesicular 0,94
Negativa 167 15(9) 152 (91)
Positiva 22 2 (10) 20 (90)

Recidiva bioquimica 0,71
Negativa 75 7 (10) 64 (90)
Positiva 115 10 (9) 105 (91)

Linfonodos comprometidos 0,25
Negativa 174 15 (9) 159 (91)
Positiva 10 2 (20) 8 (80)

Metastase 0,89
Negativa 172 15(9) 157 (91)
Positiva 18 2(12) 16 (88)

Invasdo Vesicular 0,94
Negativa 167 15 (9) 70 (42) 82 (49)
Positiva 22 2 (10) 10 (45) 10 (45)

Recidiva bioquimica 0,71
Negativa 75 7 (10) 34 (45) 34 (45)
Positiva 115 10 (9) 46 (40) 59 (51)

Linfonodos comprometidos 0,25
Negativa 174 15(9) 74 (43) 85 (48)
Positiva 10 2 (20) 2(20) 6(60)

Metastase 0,89
Negativa 172 15 (9) 72(42) 85 (49)
Positiva 18 2 (12) 8 (44) 8 (44)

* Teste de Mann-Whitney, comparagdo entre os grupos com escore de imunoistoquimica fraco versus
moderado e intenso.

Obs.: As diferencas no numero de individuos avaliados para cada pardmetro se devem a auséncia de
informagoes clinicas ou histopatologicas em alguns casos.

Correlagéo entre os resultados da expressdo do transcrito e da proteina c-MYC
Foram comparados os resultados de expressdo do transcrito e protéica em

amostras pareadas de 58 CaP e 9 TecAdj, onde foi possivel realizar os dois ensaios

(Figura 6). No grupo CaP, foram detectados resultados concordantes em 83% das

amostras, que apresentaram aumento de expressdo génica (QR>2,0) e proteica
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(marcagdo nuclear moderada e intensa, escores 2 e 3). Observam-se niveis mais
baixos de transcritos (QR<0,5) nos tumores com expressao proteica fraca (escore 1) e
foi observada diferenca estatistica entre os niveis de transcrito entre os grupos de
intensidade de imunomarcagdo fraca e intensa (P=0,037, teste de Mann-Whitney,
Figura 6A). Por outro lado, em 17% dos casos foi detectado resultado discordante
entre o os resultados de expressdo génica e proteica. Em seis casos com marcago
proteica fraca detectou-se aumento de expressdo génica, € apenas um caso com
expressdo do transcrito normal apresentava marcagdo intensa. O Unico caso com
diminui¢do de expressdo génica apresentou intensidade de marcagdo moderada para
c-MYC. Dois casos apresentavam expressao génica normal e proteica moderada.

Nao foi possivel detectar uma associagdo entre os niveis de mRNA e de
proteina nos tecidos adjacentes ndo neoplasicos (TecAdj) provavelmente pelo
numero pequeno de amostras avaliadas e pela dispersdo dos valores de QR nestas

amostras (n=9, Figura 6B).
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A. Foi detectada diferenga entre os niveis de transcritos nos trés grupos de tumores avaliados de
acordo com os niveis proteicos, porém sem diferenca estatistica (P=0,06, teste de Kruskal-Wallis).
Diferenca significativa foi observada entre tumores com escore fraco versus tumores com escore
intenso (P=0,037%*, teste de Mann-Whitney).

B. Nao foi observada diferenca significativa entre os niveis de transcritos nos trés grupos de TecAdj
de acordo com os niveis de expressao proteica.

Figura 6 - Comparagdo entre os niveis de expressdo génica e proteica de ¢-MYC nos
tumores de prostata (A) e tecidos adjacentes (TecAdj) ndo neoplasicos (B).
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NKX3.1
Analises dos niveis de transcritos do gene NKX3.1 em carcinomas de prostata

Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os niveis dos
transcritos de NKX3.1 na comparagao entre CaP e Tec Adj (P=0,133, teste de Mann-
Whitney, Figura 7). Niveis diminuidos de NKX3./ foram detectados em 34% (31/92)
das amostras tumorais e em 67% (6/9) dos tecidos adjacentes. Em 61% (56/92) dos
tumores foi detectada expressdo normal. O aumento de expressao foi observado em
apenas 5% (5/92) dos CaPs e em nenhuma amostra de Tec Adj. Na andlise do gene
NKX3.1 nas qRT-PCR foi descartada a amostra de tecido prostatico normal SVO1
pelo fato do DNA disponivel estar degradado e ter sido observado produto de
amplificacdo inespecifica.

O caso 88, pode ser avaliado para expressao de NKX3./ tanto no tecido
tumoral quanto no tecido ndo neoplésico adjacente ao tumor e apresentou expressao

normal em ambos os tecidos (QR= 0,68 ¢ QR=0,69, respectivamente).

10- P=0,113

QR NKX3.1

0.14

0.01

CaP Tec Adj

Figura 7 - Niveis de transcritos NKX3./ em amostras de tumores de prostata (CaP) e tecidos
adjacentes ndo-neoplasicos (TecAdj). Nado foi observada diferenca significativa entre os
niveis de transcritos detectados nos dois grupos CaP e TecAdj (P=0,133, teste de Mann-
Whitney).
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Associacao entre os niveis de expressdo génica de NKX3.1 e as variaveis clinico-
histopatoldgicas.

Niveis reduzidos dos transcritos foram detectados nos tumores de pacientes
com auséncia de historia familial de cancer de prostata (P=0,027; Figura 8). As
demais variaveis avaliadas ndo mostraram resultados estatisticamente significativos.
O grupo de tumores com diminuicdo de expressdo (34%) apresentou, em geral,
valores altos de PSA pré-operatorio (13/31 casos com PSA>10ng/mL), 48% (15/31)
apresentaram estadio pT3 e pT4 e 23% (7/31) apresentaram recidiva bioquimica.

Nenhum destes casos desenvolveu metéstase durante o seguimento clinico.
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Figura 8 - Analise dos niveis de expressdo do NKX3./ em tumores de prostata em relagio a
historia familial (positiva versus negativa) (P=0,027, teste de Mann-Whitney).

Anélise de expressao da proteina NKX3.1 em tumores de prostata e a associa¢éo
com as variaveis clinico-histopatoldgicas

Na prostata normal a expressdo de NKX3.1 ¢ nuclear de intensidade
moderada (escore 2). Foi considerado como diminui¢do da expressdo proteica a
intensidade de imunomarcagao fraca (escore 1) ou ausente na comparagcdo com a
prostata normal. Foi observada marcacdo citoplasmatica em casos sem marcagao

nuclear e naqueles com intensidade de marcagao nuclear fraca (Figura 10). Seguindo
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os mesmos critérios adotados em literatura para avaliagdo desta proteina (BETHEL
et al. 2006), foi considerada para analise a marcagdo nuclear nos tecidos prostaticos.
A expressdo intensa e moderada da proteina NKX3.1 (considerada como
padrao de marcagdo normal baseado no observado em prostata normal) foi verificado
em 7% dos CaP, sendo que 93% dos casos mostraram expressao ausente ou fraca. As
amostras de HPB apresentaram auséncia de imunomarcagdo em 30% dos tecidos e
marcagdo de intensidade fraca em 70% delas (Tabela 9). Observa-se na Tabela 9 que
todos os tecidos avaliados apresentam diminui¢do da expressdo protéica, no entanto,
diminui¢do significativa da expressdo de NKX3.1 foi observada nos tumores em
comparagdo com HPB (P=0,003) e nas amostras de Tec Adj em relagdo aos HPB
(P=0,027). Por outro lado, ndo foi detectada diferenca entre CaP e Tec Adj (P=0,56).
Foram comparados os niveis de expressdo proteica detectados nos tumores
com as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos pacientes e nao foi observada
diferenca significativa nestas analises (Tabela 10). Foi detectada maior freqiliéncia de
casos com marcagdo negativa entre os tumores com extensao extra-prostatica (75%)
em comparacao com os tumores com auséncia de extensdo extra-prostatica (55%), no
entanto, sem significancia estatistica (P=0,060). Expressdo protéica de intensidade
moderada ¢ intensa foi observada exclusivamente nos CaP (n=13), sendo que todos
os casos apresentavam escore de Gleason baixo [<7(3+4)]. Estas andlises foram
refeitas reagrupando os escores ausente/fraca (expressdo diminuida) e
moderada/intensa (expressdo aumentada) e novamente nao se observou diferencgas

significativas.
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Figura 9 - Imunomarcagdo nuclear da proteina NKX3.1. (A) Prostata normal: marca¢do nuclear no epitélio glandular, presenca de nucleo
positivo; (B) Adenocarcinoma de préstata: marcagdo nuclear de intensidade fraca; (C) Adenocarcinoma de prostata: moderada marcagdo nuclear;
(D) Adenocarcinoma de prostata: intensa marcagdo nuclear. (IMH 100X).

Tabela 9 - Expressdo nuclear da proteina NKX3.1 detectada por imunoistoquimica (IHQ), em carcinomas de prostata (CaP), tecidos adjacentes
prostaticos ndo neoplasicos (Tec Adj) e hiperplasias prostaticas benignas (HPB) de acordo com a intensidade de marcacao.

NKX3.1 (nuclear)

Amostras n (%)
Negativa Fraca Moderada/ Intensa P>
CaP (n=188) *" 110 (59) 64 (34) 14 (7)
HPB (n=23) ° 7 (30) 16 (70) - 0011
Tec Adj (n=8) 6 (75) 2(25) -

*Teste de Qui-quadrado.
3CaP versus HPB — P=0,003; ® CaP versus Tec Adj — P=0,56; © HPB versus Tec Adj — P=0,027 (Teste de Qui-quadrado)
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Tabela 10 - Resultados da comparacdo entre os dados clinico-histopatologicos e da

expressdo da proteina NKX3.1

imunoistoquimica (IHQ) nos carcinomas de prostata (CaP).

segundo a intensidade de marcagdo nuclear por

NKX3.1
Variaveis IHQ intensidade n (%)
N Negativa Fraca Moderada/Intensa p*
Idade 0,80
<60 82 48 (59) 29 (35) 5(6)
> 60 106 62 (58) 35 (33) 909
Histdria Familial 0,32
Negativa 145 85 (59) 51 (35) 9 (6,2)
Positiva 38 22 (58) 11 (29) 5(13)
PSA (ng/mL) 0,94
<4.0 13 7 (54) 5(38) 1(8)
4-10 98 56 (57) 34 (35) 8 (8)
>10 75 47 (63) 23 (30) 5(7)
Gleason 0,26
<7(3+4) 163 93 (57) 56 (34) 14 (9)
>7 (4+3) 25 17 (68) 8 (32) -
Estadio Patoldgico 0,19
11 94 49 (52) 37 (39) 8(9)
MlelV 92 60 (65) 26 (28) 6 (7)
Risco de recorréncia 0,18
Baixo 43 24 (56) 15 (35) 4(9)
Moderado 107 59 (55) 38 (36) 10 (9)
Alto 36 27 (75) 9 (25) -
Margem 0,39
Negativa 119 66 (56) 44 (37) 9(7)
Positiva 67 44 (66) 19 (28) 4 (6)
Extensdo extra-prostatica 0,06
Negativa 145 79 (55) 55 (38) 11(7)
Positiva 40 30 (75) 8 (20) 2(5)
Invasao angiolinfatica 0,12
Negativa 143 83 (58) 47 (33) 13 (9)
Positiva 43 27 (63) 16 (37) -
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Invasao Vesicular 0,38
Negativa 164 94 (57) 58 (35) 12 (8)
Positiva 22 16 (73) 5(23) 1(4)

Recidiva bioquimica 0,36
Negativa 72 45 (63) 24 (33) 34
Positiva 115 65 (57) 39 (34) 11 (9)

Metastase 0,94
Negativa 169 99 (59) 57 (34) 13 (7)
Positiva 18 11 (62) 6 (33) 1(5

* Teste de Qui-quadrado
Obs.: As diferencas no numero de individuos avaliados para cada pardmetro se devem a auséncia de
informagoes clinicas ou histopatologicas em alguns casos.

Correlacao entre a expressdo do transcrito e da proteina NKX3.1

Nao foi detectada diferenca significativa quando se comparou os niveis de
expressdo génica com o padrao de expressao da proteina NKX3.1 nas amostras
pareadas de tumores (n=54) e tecidos adjacentes (n=8) (Figuras 10A e 10B,
respectivamente).

A andlise comparativa entre a expressdao do transcrito ¢ da proteina revelou
um padrdo normal em 55% (30/54) dos carcinomas de prostata, desses 23 casos
(76%) mostraram marca¢do negativa para a proteina. Dentre os tumores com
aumento de expressdo dos transcritos (n=4), dois casos apresentaram marcagao
nuclear negativa e dois casos marcagao positiva (um com intensidade fraca e um com
intensidade moderada/intensa). Foram detectados resultados concordantes entre a
expressao diminuida dos transcritos e da proteina, onde 70% dos casos com
diminui¢do de expressdo génica (14/20) apresentaram marcagdo negativa ou fraca da

proteina.
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Entre os TecAdj, 75% dos casos (6/8) apresentaram resultados concordantes,
confirmando a diminui¢do dos niveis dos transcritos como também a reducdo da
expressao protéica (negativa/fraca). Apenas dois casos (2/8) apresentaram expressao
génica normal, sendo um com expressdo protéica negativa € outro com expressao

proteica de intensidade moderada.
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Figura 10 - Comparagdo entre os niveis de expressdo génica e da proteina NKX3.1
nos tumores de prostata (A) e tecidos adjacentes ndo neoplésicos (B). Nao foram
observadas diferencas significativas nestas comparagdes P=0,26 (A) e P=0,21 (B),
teste de Kruskal Wallis.

SRF
Anélises dos niveis de transcritos do gene SRF em carcinomas de prostata

Os CaP e os TecAdj apresentaram niveis semelhantes do transcrito SRF
quando comparados com os niveis detectados nos tecidos prostaticos normais, como
evidenciado pelas medianas de QRs detectadas nos trés grupos (P=0,8239, Figura
11).

A diminuicdo de expressdo deste gene foi observada em 25% (24/95) dos
CaPs e aumento em 11%(10/95) dos casos. O restante dos casos (64%) apresentou

niveis de expressao normal para SRF.
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QR SRF

Cap Tec Adj Normal
Figura 11 - Niveis de transcritos do gene SRF em amostras de adenocarcinomas de
prostata (CaP), tecidos adjacentes nao-neoplasicos (TecAdj) e tecidos normais

(Normal). Nao foram observadas diferencas significativas nesta comparagdo
(P=0,8239, teste de Kruskal-Wallis).

Associacdo entre os niveis de expressdo do transcrito SRF e as variaveis clinico-
histopatoldgicas

Niveis significativamente diminuidos de SRF' foram detectados nos tumores
com estadios mais avangados (pT3 e pT4) em comparacao com tumores com estadio
pT2 (P=0,0325; Figura 12A). Observou-se ainda que niveis menores dos transcritos
de SRF estavam associados com tumores com extensao extra-prostatica (P=0,0355;
Figura 12B). As demais varidveis avaliadas ndo apresentaram associagdes
estatisticamente significativas (Anexo I).

Entre os tumores com aumento de expressdo génica (10/95 casos, 11%)
observou-se que: a) 90% apresentavam escore de Gleason baixo; b) 100% tinham
auséncia de extensdo extra-prostatica e invasdo vesicular; c¢) 30% apresentaram
recidiva bioquimica, porém nenhum evoluiu para metéstase.

Vinte e cinco por cento dos casos (24/95) apresentaram recidiva bioquimica,
sendo que dentre eles, diminuicdo de expressdao génica foi detectada em 33% dos

tumores (8/24) e apenas um caso (200F1) evoluiu para metastase.
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Figura 12 - Niveis de expressdo do gene SRF em tumores de prostata em relagdo: A. ao
estadio patologico (II versus 111 e IV); e B. a extensao extra-prostatica (positiva versus
negativa).

A. Foi detectada diferenga estatistica entre os niveis de transcritos na avaliacdo do estadio patologico
II versus III e IV (P=0,032, teste de Mann-Whitney).

B. Diferenga significativa foi observada entre tumores com extenso extra-prostatica positiva versus
negativa (P=0,035, teste de Mann-Whitney).

Anélise de expressao protéica para o gene SRF em tumores de prostata e a
associacdo com as variaveis clinico-histopatoldgicas

Na prostata normal a proteina SRF mostrou padrdo de imunomarcagdo
citoplasmatica com intensidade forte (escore 3), sendo considerado diminui¢cdo da
expressdo protéica deste supressor tumoral em relacdo ao padrdo da préstata normal
os casos com intensidades fraca e moderada. Altos niveis de SRF foram detectados
tanto nos tecidos tumorais quanto nos tecidos ndo neoplasicos (Tec Adj e HPB), sem
diferengas significativas entre eles (Figura 13, Tabela 11). Nao foi observada
qualquer associagdo entre o padrdo de expressdo da proteina e as variaveis clinicas e

histopatologicas (Tabela 12).

Correlacao entre a expressdo génica e protéica
As analises estatisticas para a comparacao entre expressao génica e proteica

de SRF ndo foram realizadas, uma vez que 100% dos casos pareados de tumores e
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Tec Adj (58 CaP e 8 TecAdj) mostraram expressdo proteica intensa. Niveis de
expressdo génica normais foram detectados em 60% dos tumores, expressao
diminuida em 31% e aumentada em 9%. Expressdo génica normal foi detectada em
88% dos Tec Adj e aumentada em 12%. Esses resultados demonstram que houve
concordancia entre a expressdo génica (normal ¢ aumentada) e a proteica (intensa

marcagdo) em 69% das amostras de CaP e 100% dos TecAdj.



Figura 13 - Imunomarcagio citoplasmatica da proteina SRF. Nota-se intensa marcagao citoplasmatica em todos tecidos avaliados. (A) Prostata
normal; (B) HPB; (C) Adenocarcinoma de Prostata. (IMH 100X).

Tabela 11 - Expresséo protéica de SRF detectada pela técnica de imunoistoquimica (THQ), em carcinomas de prostata (CaP), tecidos adjacentes
prostaticos nao neoplasicos (Tec Adj) e hiperplasias prostaticas benignas (HPB) de acordo com a intensidade de marcagao.

SRF (citoplasmética)

Amostras n (%)
Fraca/Moderada Intensa P>
CaP (n=192)"° 14 (7) 178 (93)
HPB (n=23)° 4(17) 19 (83) 0.16
Tec Adj (n=8) - 8 (100)

*Teste de Qui-quadrado
3 CaP versus HPB — P=0,10; ® CaP versus Tec Adj — P=1,00; ¢ HPB versus Tec Adj — P=0,54 (Teste Exato de Fisher)
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Tabela 12 - Associagdo entre os dados clinico-histopatologicos com a intensidade de
marcagdo citoplasmatica da proteina SRF, detectados por imunoistoquimica (IHQ) em
adenocarcinomas de prostata (CaP).

Expressdo proteica

Variaveis SRF
N(%) Fraca/Moderada Intensa p

Idade 0,96
<60 83 6 (7) 77 (93)
> 60 108 8(7) 100 (93)

Historia Familial 0,12
Negativa 146 8 (6) 138 (94)

Positiva 40 5(13) 35(87)

PSA (ng/mL)* 0,45
<4.0 13 2 (15) 11 (85)
>4.0-10 101 6 (6) 95 (94)
>10 75 6 (8) 69 (92)

Gleason 0,69
<7(3+4) 166 13 (8) 153 (92)
>7 (4+3) 25 1 (4) 24 (96)

Estadio Patoldgico 0,24
II 94 9 (10) 85 (90)

MelV 94 4(4) 90 (96)

Risco de recorréncia 0,85
Baixo 45 4(9) 41 (91)
Moderado 107 8 (8) 99 (92)

Alto 36 2 (6) 34 (94)

Linfonodos comprometidos 1,00
Negativo 174 13 (7) 161 (93)

Positivo 10 O 10 (100)

Margem 0,09
Negativa 121 12 (10) 109 (90)

Positiva 68 2 (3) 66 (97)

Extensdo extra-prostatica 0,30
Negativa 147 12 (8) 135(92)

Positiva 41 1(2) 40 (98)
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Cont/ Tabela 12

Invasdo angiolinfatica 0,19
Negativa 146 13(9) 133 (91)
Positiva 43 1(2) 42 (98)
Invasao Vesicular 0,21
Negativa 167 11 (6) 156 (94)
Positiva 22 3(14) 19 (86)
Recidiva bioquimica 0,25
Negativa 75 3(4) 72 (96)
Positiva 115 11 (10) 104 (90)
Metastase 0,13
Negativa 172 11 (6) 161 (94)
Positiva 18 3(17) 15 (83)

* Teste de Qui-quadrado
Obs.: As diferengas no numero de individuos avaliados para cada parametro se
devem a auséncia de informagdes clinicas ou histopatologicas em alguns casos.

Anélise da expressdo protéica para os genes ligados a via do SRF

Nas analises de redes biologicas o gene SRF' encontrava-se em posi¢ao central
e conectado a dois genes descritos em literatura como relevantes em tumores de
prostata, o TIMP3 e NCOAI. Por esta razdo, as proteinas codificadas por estes genes
foram selecionadas para serem avaliadas em tecidos prostaticos por
imunoistoquimica.

O padrao de expressio da proteina TIMP3 nos tecidos normais foi
citoplasmdtica com imunomarcagdo intensa, portanto foi considerado como
diminui¢do de expressdo os tecidos que apresentaram marcacdo de intensidade fraca
e moderada (Figura 14). Diminui¢do de expressao (intensidade fraca e moderada) foi
detectada em 83% das amostras de HPB e em 78% dos TecAdj. Por outro lado,
expressao normal (marcagdo intensa) foi detectada em 55% dos tumores e expressdao

diminuida em 45% (fraca e moderada) em relacdo ao tecido normal. Nao foram
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observadas diferengas significativas entre o TecAdj e as HPB (P=0,73) quanto a
intensidade de expressdo da proteina TIMP3 avaliada por imunoistoquimica. Porém
niveis significativamente diminuidos de TIMP3 foram detectados nas HPB
(P<0,001) e nos TecAdj (P<0,0001) quando comparados aos tumores (Tabela 13).

A diminuicdo de expressdo de TIMP3 foi associada significativamente com
escore de Gleason alto (P=0,0009) (Tabela 14). Dentre os tumores com Gleason alto
(n=25), 8% (2 casos) apresentaram expressao fraca da proteina, sendo que nenhum
caso com Gleason baixo apresentou este padrdo de marcagdo. Dois tumores
apresentaram expressdo fraca de TIMP3, sendo que um caso apresentava PSA
elevado (>10ng/ml), Gleason alto, risco de recorréncia alto, estadio II e invasdo
angiolinfatica positiva. O outro caso apresentava Gleason alto e metdstase em
testiculo. A comparacdo entre os niveis protéicos de TIMP3 com as outras variaveis
clinicas e histopatolégicas ndo mostraram associacdo significativa (Tabela 14).

O padrao de marcagdo para a proteina NCOA1/SRC-1 foi citoplasmatico em
todos os tecidos prostaticos avaliados, sendo que as prdstatas normais apresentaram
intensidade de marcagdo fraca (Figura 15). Sendo assim, os escores de intensidade
moderada e intensa foram considerados como aumento da expressdo proteica. Foi
observada uma diferenca significativa de expressdo da proteina entre os grupos
analisados (Tabela 13). Niveis aumentados de NCOA1/SRC-1 foram associados
significativamente aos tumores em comparacao com Tec Adj (P<0,0001). Embora
tenha sido detectada maior freqliéncia de casos com aumento de expressdo nos
tumores (81%) em comparacdo com as amostras de HPB (65%), esta diferenca foi
marginalmente significativa (P=0,07). Niveis mais altos da proteina foram detectados

em HPB quando comparados aos Tec Adj (P=0,015).
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Observou-se uma associagdo significativa entre o aumento de expressao de
NCOA1/SRC-1 e recidiva bioquimica (P=0,008, RR=1,21, 1C95%=1,03-1,42).
Surpreendentemente, o aumento da expressao proteica foi associado com auséncia de
extensdo extra-prostatica (84%) em comparacdo com 0s tumores com extensdo
positiva (68%) (P=0,022, Tabelal4).

Para avaliar se NCOA1/SRC-1 poderia ser um marcador prognostico para
recorréncia bioquimica em carcinomas de prostata, curvas de sobrevida foram
construidas de acordo com a sua expressao nos tumores. Esta analise demonstrou que
o aumento de expressdo de NCOA1/SRC-1 estava associado com pior prognostico
em comparacao com os tumores com expressao fraca (P=0,162, Figura 16). A analise
multivariada foi realizada pelo teste de regressao de Cox num modelo onde incluia
todas as co-variaveis com valores de P<0,20 detectadas nas analises univariadas
(NCOAL, niveis de PSA pré-cirurgico, escore de Gleason, estadio, comprometimento
de linfonodos, invasdo angiolinfatica, comprometimento de margem cirurgica,
invasdo vesicular e risco de recorréncia). A proteina NCOA1/SRC-1 se mostrou um
marcador progndstico independente para recorréncia bioquimica. Pacientes cujos
tumores apresentam aumento de expressdo de NCOA1/SRC-1 tém risco aumentado
de apresentar recorréncia bioquimica (P=0,010; HR=2,271, 1C95%=1,212-4,257,
Tabela 15). Envolvimento de linfonodos, comprometimento de margem cirargica e
risco de recorréncia também se mostraram como marcadores prognésticos

independentes nesta analise (Tabela 15).



Figura 14 - Imunomarcagéo citoplasmatica da proteina TIMP3. (A) Prostata normal: marcagdo citoplasmatica moderada nas células epiteliais; (B)
HPB: marcagdo citoplasmatica moderada nas células epiteliais; (C) Adenocarcinoma de prostata: marcacdo citoplasmatica fraca; (D)
Adenocarcinoma de prostata: marcagdo citoplasmatica moderada; (E) Adenocarcinoma de prostata: marcagdo citoplasmatica intensa. (IMH 100X).

Figura 15 - Imunomarcagéo citoplasmatica da proteina NCOA1. (A) Prostata normal: marcagdo citoplasmatica fraca nas células epiteliais; (B) HPB:
marcagdo citoplasmatica fraca nas células epiteliais hiperplasicas; (C) CaP: marcagdo citoplasmatica fraca; (D) CaP: marcacdo citoplasmatica
moderada; (E) CaP: marcagéo citoplasmatica intensa. (IMH100X).
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Tabela 13 - Resultados da analise da expressdao protéica de TIMP3 e NCOA1/SRC-1
(ligados a via do SRF) por imunoistoquimica em carcinomas de prostata (CaP), tecidos
prostaticos adjacentes ndo neoplasicos (Tec Adj) e hiperplasias benignas prostaticas (HPB)
de acordo com a intensidade de marcacdo citoplasmatica.

TIMP3 NCOA1l
Amostras
n(%) Fraca  Moderada Intensa p* n(%) Fraca Moderada/lntensa p*
CaP 2P 191 2(1) 83 (44) 106 (55) . 190 36(19) 154 (81) .
HPB °© 23 5(22 14 (61 4 (17 23 8 (35 15 (65
(22) (61) (17) 0,0001 (35) (65) 0,0001
Tec Adj 9 3 (34) 4 (44) 2(22) 9  8(89) 1(11)

*Teste de Qui-quadrado
TIMP3:2 CaP versus HPB — P<0,001; ® CaP versus Tec Adj — P<0,0001; © HPB versus Tec Adj — P=0,73 (Teste
de Qui-quadrado)
NCOAL:?CaP versus HPB — P=0,07; ® CaP versus Tec Adj — P<0,0001; ° HPB versus Tec Adj — P=0,015 (Teste de Qui-quadrado)

Tabela 14 - Resultados da associa¢do entre os dados clinico-histopatologicos com a
intensidade de marcagao citoplasmatica dos genes TIMP3 e NCOA1 (ligados a via do SRF),
detectados por imunoistoquimica nos carcinomas de prostata (CaP).

Expressao protéica

Variaveis TIMP3 NCOA1
n n
(%) Fraca Moderada Intensa P (%) Fraca Moderada/lntensa P
Idade 0,21 0,76
<60 82 - 32 (40) 50 (60) 83 15 (18) 68 (82)
> 60 108  2(2) 51(47)  55(51) 106 21 (20) 85 (80)
Histéria
Familial 0,86 0,26
Negativa 146 1(1) 64(44) 81 (55) 145  25(17) 120 (83)
Positiva 40 - 18 (45) 22 (55) 40  10(25) 30 (75)
PSA (ng/mL)* 0,55 0,55
<4.0 13 - 7 (54) 6 (46) 13 3(23) 10 (77)
>4.0-10 100 - 46 (46) 54 (54) 101 21(21) 80 (79)
>10 76 1(1) 29(38) 46(61) 74 11 (15) 63 (85)
Gleason 0,0009 0,22
<7 (3+4) 165 - 71(43)  94(57) 164 29 (18) 135 (82)
>7 (4+3) 25 2(8) 12(48) 11(44) 25 7(28) 18 (72)
Estadio
Patoldgico 0,61 0,97
I 95 1(l) 41(43) 53(56) 94 18 (19) 76 (81)

MlelIV 93 - 41 (44)  52(56) 93 18(19) 75 (81)
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Cont/ Tabela 14

Risco de

recorréncia 0,32 0,52
Baixo 45 - 19 (42) 26(58) 45 7 (16) 38 (84)
Moderado 107 - 49 (46) 58 (54) 106 19 (18) 87 (82)
Alto 36 1(3) 14(39) 21(58) 36 9(25) 27 (75)

Linfonodos

comprometidos 0,91 0,40
Negativo 174 1(1) 77 (44) 96 (55) 173 32(18) 141 (82)
Positivo 10 - 5(50) 5(50) 10 3 (30) 7 (70)

Margem 0,46 0,65
Negativa 122 1(1) 56(46)  65(53) 121 22(19) 99 (81)
Positiva 67 - 26 (39) 41(61) 67 14 (21) 53 (79)

Extenséo extra-

prostatica 0,35 0,022
Negativa 147 1(1) 67 (46) 79 (53) 146 23 (16) 123 (84)
Positiva 41 - 14 (34) 27 (66) 41 13 (32) 28 (68)

Invasdo

angiolinfatica 0,13 0,43
Negativa 146 - 66 (45) 80 (55) 145 26 (18) 119 (82)
Positiva 43 1) 16 (39) 26(59) 43 10 (23) 33(77)

Invaséo

Vesicular 0,71 1,00
Negativa 167 1(1) 74 (44) 92 (55) 166 32 (20) 134 (80)
Positiva 22 - 8 (37) 14 (63) 22 4(18) 18 (82)

Recidiva

bioguimica 0,15 0,008
Negativa 74 1(1) 37(50) 36 (49) 74 21 (28) 53(72)
Positiva 116 - 46 (40) 70 (60) 115 15(13) 100 (87)

Mestastase 0,10 0,32
Negativa 172 1(1) 77 (45) 94 (54) 171 31(19) 140 (81)
Positiva 19 1(5 6 (32) 12 (63) 18 5(28) 13 (72)

* Teste de Qui-quadrado
Obs.: As diferengas no niumero de individuos avaliados para cada parametro se devem a auséncia de
informagoes clinicas ou histopatologicas em alguns casos.
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Figura 16 - Sobrevida livre de recorréncia bioquimica (SLRB) de acordo com a expressao
proteica de NCOA1/SRC-1 em carcinomas de prostata (P=0,162, NS).

Tabela 15 - Analise multivariada para sobrevida livre de recorréncia bioquimica (SLRB) em
pacientes com carcinoma de prostata (n=184).

Variaveis Valor P HR (1Cgs00)

NCOAI1 (expressao proteica moderada/intensa versus fraca) 0,021 2,271 (1,212- 4,257)
Envolvimento de linfonodos (positivo versus negativo) 0,035 2,323 (1,062- 5,078)
Margem cirtirgica comprometida (positiva versus negativa) 0,047 1,550 (1,006- 2,389)
Risco de recorréncia (baixo versus moderado versus alto) <0,001 2,122 (1,448-3,110)

HR - hazard ratio; ICyse, — intervalo de confianca de 95%.

SRC

Analises dos niveis de transcritos do gene SRC em carcinomas de prostata
A expressao do SRC foi detectada em todos as amostras de CaP e Tec Ad;.
Nao foi observada diferenca estatistica entre os niveis de expressao nos diferentes

grupos (P=0,7861, teste de Kruskal-Wallis, Figura 17). Dentre os CaP 14% (13/95)
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apresentaram aumento de expressdo e 8% (8/95) diminui¢do. Por outro lado, nas
amostras de tecido adjacente, todos os casos apresentaram expressdo dentro dos
limites de normalidade em relagdo as prostatas normais.

Tanto os casos com aumento de expressdo quanto aqueles com diminui¢ao de
expressdo génica apresentaram valores de PSA pré-operatdrio alto e 16% (5/31)
apresentaram recidiva bioquimica. No entanto, nenhum desses casos evoluiu para
metastase.

. P=0,7861

QR SRC

0.1+

001

CaP Tec Adj Normal

Figura 17 - Niveis de transcritos do gene SRC em amostras de tumores de prostata (CaP),
tecidos adjacentes ndo-neoplasicos (TecAdj) e tecidos normais (N). Nao foi observada
diferenca estatistica para esta analise.

Associacdo entre os niveis de expressdo génica de SRC e as variaveis clinico-
histopatoldgicas
Nao foram observadas diferengas significativas entre os niveis de expressao

do gene SRC e os parametros clinicos e histopatologicos (Anexo I).

Analise de expressdo da proteina SRC e a associacdo com as variaveis clinico-
histopatoldgicas

A proteina SRC mostrou imunomarcagao citoplasmatica no epitélio glandular
e no estroma das prostatas normais, CaP, HPB e Tec Adj (Figura 18). Desta forma,

estes componentes foram avaliados separadamente e foi considerada a intensidade
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citoplasmatica no componente epitelial, e extensdao e intensidade no componente
estromal, em todos os tecidos prostaticos avaliados (prostata normal, Tec Adj, HPB e
CaP). A prostata normal apresentou no epitélio glandular intensidade fraca de SRC
(escore 1), e no estroma extensao de imunomarcacao com escore 3 (mais que 50%
das células estromais positivas) e intensidade de marcagdo escore 2 (moderada).

Em 63% dos CaP foi observado aumento de expressao protéica (moderada e
intensa) no epitélio tumoral em relagdo a prostata normal. Observou-se aumento de
expressao protéica de SRC no componente epitelial das HPB e TecAdj em 87% e
78% dos casos, respectivamente. A expressdo protéica de SRC no epitélio foi
estatisticamente diferente entre os tecidos tumorais (CaP) e os tecidos ndo
neoplasicos (Tec Adj e HPB) (P=0,044) (Tabela 16). Os tumores apresentaram em
geral niveis mais baixos da proteina em comparagdo as amostras de HPB (P=0,01).
Nao foi observada diferenga entre CaP e Tec Adj e entre HPB e Tec Adj.

Comparando a intensidade de marcacdo de SRC nas células epiteliais
tumorais com as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas observou-se que 8% dos
tumores com extensdo extra-prostatica positiva apresentavam intensidade forte
(aumento de expressdo em relagdo a prostata normal) comparado a 2% dos casos
com mesmo padrao de marcagdo e auséncia de extensdo extra-prostatica (P=0,032).

Em relacdo ao componente estromal, somente os CaP (48%) apresentaram
extensdo de imunomarcacdo de SRC menor que a prostata normal, sendo esta
estatisticamente diferente em relacdo aos tecidos nao neoplasicos (HPB e TecAdj),
(P=0,0001, Tabela 16). Ja em relagdo a intensidade de marcagdo estromal, os CaP,
HPB e TecAdj apresentaram 74%, 65% e 67% dos casos com intensidade semelhante

a prostata normal (moderada), respectivamente. Porém, somente os CaP
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apresentaram casos com intensidade fraca (13%) e menor niimero de amostras com
imunomarcag¢do intensa (13%). Estes resultados foram significativamente diferentes
(P=0,014, Tabela 16).

A comparagdo entre a intensidade de expressio de SRC nas células do
estroma tumoral e as variaveis clinicas e histopatoldégicas mostrou associagdo
significativa entre diminuicdo de expressdo proteica com recidiva bioquimica
(P=0,0002). Por outro lado, 99% dos casos sem recidiva apresentavam aumento de
expressdo proteica no componente estromal. De maneira semelhante, quando
avaliada a extensdo de marcagdo no componente estromal observou-se uma
freqliéncia maior de casos (23%) com menor extensdo de marcacao (<20%, escore 1)
associado com recidiva bioquimica quando comparado aos casos sem recidiva (16%
com escore 1) (P=0,033).

Avaliando a intensidade de marca¢do no componente estromal e risco de
recorréncia observou-se maior freqiiéncia de casos (29%) com intensidade forte no
grupo com alto risco de recorréncia comparado com a freqiiéncia de casos com risco
moderado (8%) e baixo (13%) (P=0,006).

Comparando a extensdo de marcacdo no componente estromal e os niveis de
PSA observou-se que hd uma diminuicdo gradual da freqiiéncia de casos com
marcagdo semelhante a prostata normal (escore 3 - >50% células estromais) a medida
que aumenta os niveis de PSA (P=0,025, Tabela 17). Observou-se escore 3 de
extensdo em 85% dos casos com PSA baixo (<4ng/mL), 54% com PSA (>4-
10ng/ml) e 43% com PSA>10ng/ml.

As demais variaveis ndo mostraram associacdo com intensidade ou extensao

da marcagdo de SRC no componente estromal.



Figura 18 - Imunomarcagdo citoplasmatica e estromal da proteina SRC.(A) Prostata normal: fraca marcagdo citoplasmatica do epitélio e intensa
estromal; (B) HPB: marcag@o citoplasmatica fraca das células epiteliais; (C) CaP: marcagao citoplasmatica moderada; (D) CaP: intensa marcagdo do
estroma adjacente as células epiteliais tumorais; (E) CaP: marcagdo estromal e epitelial citoplasmatica moderada. (IMH 100X).

Tabela 16 - Expressdo protéica de SRC no componente epitelial e estromal detectada por imunoistoquimica (IHQ), em carcinomas de
prostata.(CaP), tecidos adjacentes prostaticos ndo neoplasicos (Tec Adj) e hiperplasias benignas prostaticas (HPB) de acordo com a intensidade de
marcacgao.

SRC
Componente epitelial Componente estromal
Amostras Intensidade p Intensidade Extenséo p*
n(%o) n(%) n(%o)

Fraca Moderada Intensa Fraca Moderada Intensa p* 20% 20-50% >50%

CaP (n=186)** 69 (37) 111 (60) 6 (3) 25 (13) 137 (74) 24 (13) 38(20)  52(28) 96 (52)
HPB n=23)¢  3(13)  17(74) 3(13) 0044 - 15 (65) g(3s5) 0014 - 1 (4) 22(96)  0,0001

Tec Adj (n=9) 2 (22) 6 (67) 1(11) - 6 (67) 3(33) . - 9 (100)

* Teste de Qui-quadrado

Epitélio: ®CaP versus HPB — P=0,01; ® CaP versus Tec Adj — P=0,35; ° HPB versus Tec Adj — P=0,81 (Teste de Qui-quadrado)

Estroma intensidade: ® CaP versus HPB — P=0,007; ® CaP versus Tec Adj — P=0,14;  HPB versus Tec Adj — P=1,00 (Teste de Qui-quadrado)
Estromal extensdo: @ CaP versus HPB — P=0,0003; ® CaP versus Tec Adj — P=0,017; © HPB versus Tec Adj — P=0,40 (Teste de Qui-quadrado)
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Tabela 17 - Associagdo entre os dados clinico-histopatologicos com a intensidade de marcacdo citoplasmatica (componente epitelial) e a intensidade
e extensdo componente estromal de SRC detectados por imunoistoquimica nos carcinomas de prostata (CaP).

SRC
Componente epitelial Componente estromal
Variaveis Intensidade Intensidade Extenséo
n (%) n (%) n (%) P
n(%) Fraca Moderada Intensa P n(%) Negativa/Fraca Moderada Intensa P n(%) 20% 20-50% >50%

Idade 0,93 0,05 0,09
<60 82 31(37) 48(59)  3(4) 81 7(9) 59(73)  15(18) 81 11(14) 23(28) 47(58)
> 60 104 38(36) 63(61)  3(3) 104 18 (17) 77(74)  9(9) 104 27(26) 29(28) 48 (46)

Historia

Familial 0,19 0,16 0,82
Negativa 144 47(33) 92 (64) 5(3) 144 18 (13) 110 (76) 16 (11) 144 30(21) 41(28) 73(51)

Positiva 37 18(49)  18(49) 1(2) 37 6 (16) 23(62)  8(22) 37 6(16) 11(30) 20(54)

PSA (ng/mL)* 0,94 0,09 0,025
<40 13 5(38) 8 (62) - 13 - 9(69) 431 13 - 2(15)  11(85)
>4.0-10 97 36(37) 57(59) 44 97 13 (13) 76 (76) 8 (8) 97 22(23) 22(23) 53(54)
>10 74 27(36) 45(61)  2(2) 74 11 (15) 51(69)  12(16) 74 14(19) 28(38) 32 (43)

Gleason 0,62 0,37 0,80
<7 (3+4) 161 60(37) 95(39)  6(4) 161 21 (13) 121(75)  19(12) 161 33(21) 44(27) 84(52)
>7 (4+3) 24 9(38)  15(62) - 24 4 (17) 15(62)  5(21) 24 521) 8(33) 11(46)

Estadio

Patoldgico 0,65 0,82 0,83
1 94 36(38) 56 (60) 2(2) 94 13 (14) 70 (74)  11(12) 94  20(21) 25Q7) 49(52)

MelV 89 32(36) 53(60)  4(4) 89 11 (12) 65(73)  13(15) 89 17(19) 27(30) 45(51)
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Risco de

recorréncia 0,98 0,006 0,89
Baixo 45 16(36) 27 (60) 2(4) 45 2(5) 37 (82) 6 (13) 45 8(18) 12(27) 25(59)
Moderado 103 38(37) 62(60) 3(3) 103 18 (17) 77 (75) 8(8) 103 22(21) 28(227) 53(52)

Alto 35 14(40) 20(57) 1(3) 35 4(11) 21 (60) 10 (29) 35 6(17) 12(34) 1749

Linfonodos

comprometidos 0,73 0,44 0,62
Negativo 170 64 (38) 101 (59) 53) 170 22 (13) 127 (75) 21(12) 170 32(19) 4727 91 (54)

Positivo 10 3(30) 7 (70) - 10 - 9 (90) 1(10) 10 1(10) 4(40) 5(50)

Margem 0,34 0,37 0,62
Negativa 121 42 (35) 76 (63) 3(Q2) 121 15 (12) 93 (77) 13 (11) 121 22(18) 36(30) 63(52)

Positiva 63 27(43) 33(52) 3(5 63 9 (14) 43 (68) 11 (18) 63 15(23) 16(26) 32(51)

Extensao extra-

prostatica 0,032 0,10 0,07
Negativa 144 49 (35) 92 (63) 3(Q2) 144 22 (15) 106 (74) 16 (11) 144 33(23) 43(30) 68 (47)

Positiva 39 19 (49) 17 (44) 3(8) 39 2 (5) 29 (74) 8 (21) 39 4(10) 9@23) 26(67)

Invaséo

angiolinfatica 0,73 0,25 0,13
Negativa 142 55(39) 82(5%) 53) 142 16 (11) 109 (77) 17(12) 142 26(18) 37(26) 79 (56)

Positiva 42 14 (34) 27 (64) 1(2) 42 8 (19) 27 (65) 7 (16) 42 11(26) 15(36) 16(38)

Invaséo

Vesicular 0,21 0,65 0,26
Negativa 163 61 (38) 98 (60) 4(2) 163 20 (12) 122 (75) 21(13) 163 33(20) 43(26) 87(54)

Positiva 21  8(38) 11 (52) 2 (10) 21 4(19) 14 (67) 3(14) 21 4(19) 943 8 (38)
Recidiva
bioguimica 0,15 0,0002 0,033
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Negativa 7433 45)  40(54)  1(1) 74 1(1) 59(80)  14(19) 74 12(16) 15(20) 47 (64)

Positiva 111 36(32) 70(63) 50) 111 23 (21) 78 (70) 10 (9) 111 25(23) 37(33) 4944
Mestastase 0,67 0,28 0,96

Negativa 168 64 (38) 99 (59) 503) 168 20 (12) 127 (76) 21 (12) 168 34(20) 47(28) 87(52)

Positiva 17 5(29) 11 (65) 1(6) 17 4 (23) 10 (59) 3(18) 17 318 529 9 (53)

Obs.: As diferengas no numero de individuos avaliados para cada parametro se devem a auséncia de informagoes clinicas ou histopatologicas em alguns casos.
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Correlagéo entre a expressdo génica e protéica do SRC

Embora tenham sido analisados por expressdo protéica os dois componentes
celulares separadamente (epitelial e estromal) e isto ndo ter sido realizado na analise
de transcritos, foram comparados os achados nas amostras pareadas em que foi
possivel realizar as duas metodologias (n=65 casos). Nao foram observadas
diferengas estatisticas significativas (Figuras 19). Tanto para as marcagdes protéicas
citoplasmatica e estromal, foi observado niveis de expressdo génica normal em
77,5% dos casos. Para intensidade citoplasmatica nenhum caso apresentou marcagao
intensa. Porém na avaliacdo da intensidade do tecido estromal, 58,6% dos casos
apresentaram marcacao intensa e¢ para extensdo 20,6% mantiveram este padrdo de
marcagdo. Nos tecidos adjacentes ndo neopldsicos também ndo foi observado

resultados significativos para nenhuma das marcagdes (Figura 19).
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Figura 19 - Analise comparativa entre a expressao génica e proteica de SRC nos

tecidos tumorais e tecidos adjacentes ndo neopldsicos: A. intensidade citoplasmatica nos

CaPs; B. intensidade citoplasmatica nos tecidos adjacentes ndo neoplasicos; C. extensdo estromal nos

CaPs; D. intensidade estromal no CaPs.

Analise da expressao protéica para os genes ligados a via do SRC e associagdo

com as variaveis clinicas e histopatologicas

Nas andlises das redes biologicas, o gene SRC foi central apresentando

conexdes com varios genes associados a processos tumorais, como DAB2, ATFI,

ICAM1I e ETV6 e por este motivo as proteinas codificadas por estes genes foram

avaliadas por imunoistoquimica nos tecidos prostaticos.
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A proteina DAB2 apresentou marcacdo na membrana das células epiteliais
dos tecidos prostaticos avaliados (Figura 20). A prostata normal apresentou
predominantemente marca¢do de intensidade moderada. Portanto, para fins de
analise foi considerado como escore negativo (amostras de intensidade fraca ou
auséncia de marcagdo) e positivo (marcagdo moderada e intensa). Foi observada
diminui¢ao significativa de expressdo de DAB2 entre os tumores na comparagao com
tecidos tumorais e ndo neoplasicos (P<0,0001, Tabela 18). A expressdo negativa foi
detectada em 99% dos CaPs, 61% das HPB e 50% dos Tec Adj. Nao foram
observadas diferencgas significativas na comparagdo entre a expressao de DAB2 nos
tumores com as varidveis clinicas e histopatologicas (Tabela 19).

A proteina ATF1 mostrou um padrdo de marcacdo nuclear com intensidade
moderada na préstata normal (Figura 21). A comparacdo entre os grupos mostrou
que 92% dos CaPs ¢ 100% dos casos de HPB e tecidos adjacentes apresentaram
marcagdo nuclear intensa, sem diferenca estatistica entre eles (P=0,65, Tabela 18).
Nao foi observada diferenga entre a expressdo de ATF1 nos tumores e as varidveis
clinicas e histopatoldgicas (Tabela 19). No entanto, dentre os casos com historia
familial positiva para CaP, 13% dos casos eram negativos para a proteina em
comparagdo com 1% dos casos sem histéria familial (P=0,002, Tabela 19).

Para a proteina ETV6 foi considerada a extensdo de marcagdo nuclear nos
tecidos prostaticos normais e tumorais (Figura 22). A préstata normal apresentou
escore 3 de imunomarcagdo (mais de 50% das células positivas para esta proteina).
Na comparagdo entre os grupos observa-se que 100% dos Tec Adj, 57% das HPB e
39% dos tumores mostraram padrdo semelhante a prostata normal (>50% células

positivas) (P<0,001). Diminui¢do da expressao proteica de ETV6 foi detectada em
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61% dos CaP (escores 1 e 2, <50% das células marcadas) e foi estatisticamente
diferente das HPB (P=0,0008) e dos Tec Adj (P=0,002) (Tabela 18). Nas anélises de
associacdo da expressdo de ETV6 com as varidveis clinicas e histopatologicas ndo
foram observados resultados estatisticamente significativos (Tabela 20).

A proteina ICAM-1 mostrou marcagdo na membrana das células epiteliais
prostaticas e foi considerada para analise a intensidade de imunomarcagdo (Figura
23). A marcagdo na prostata normal foi negativa. Nao foram observadas diferencas
significativas no padrdo de expressio de ICAMI1 entre as amostras avaliadas
(P=0,36). Auséncia de marcagao foi detectada em 93% dos CaP, 86% das HPB ¢
100% dos Tec Adj (Tabela 18). A comparagdo entre o padrido de expressdo da
proteina com as variaveis clinicas e histopatologicas, ndo apresentaram nenhum

resultado significativo (Tabela 20).



Figura 20 - Imunomarca¢ao de membrana para a proteina DAB2. (A) Préstata normal: imunomarcacdo focal no tecido e parcial na membrana das
células epiteliais, com moderada intensidade; (B) CaP: negativo na célula epitelial neoplasica; (C) CaP: imunomarcagdo fraca nas células epiteliais
neoplasicas; (D) HPB: negativa nas células epiteliais; (E) HPB: imunomarcagdo fraca nas células epiteliais.; (F) Tecido adjacente ndo neoplasico:

negativa nas c¢lulas epiteliais. (IMH 100X).

Figura 21 - Imunomarcac¢do nuclear da proteina ATF1. (A) Prostata normal: marcagao nuclear de intensidade moderada nas células epiteliais
acinares ¢ algumas estromais; (B) HPB: intensa marcagdo nuclear do epitélio secretor e células basais das glandulas estromais; (C) CaP: marcagdo
nuclear de intensidade fraca nas células epiteliais acinares; (D) CaP: marcagdo nuclear de intensidade moderada nas células epiteliais acinar; (E)

CaP: marcagdo nuclear de intensidade forte nas células epiteliais acinares. (IMH 100X).
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Figura 22 - Imunomarcagdo nuclear da extensdo da proteina ETV6. (A) Prostata normal: escore 3 - > 50% das células positivas; (B) HPB:
escore 3 (> 50% das células positivas); (C) CaP: marcacdo negativa auséncia de células marcadas; (D) CaP: escore 2 (1-50% das células marcadas);
(E) CaP: escore 3 (> 50% das células marcadas). (IMH 100X).

Figura 23 - Imunomarcagdo de membrana da proteina ICAM1. (A) Prostata normal: negativa; (B) CaP: imunomarcagio positiva focal na
membrana das células epiteliais; (C) CaP: imunomarcagio negativa (IMH 100X).
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Tabela 18 - Expressdo das proteinas DAB2, ATF, ICAM1 e ETV6 (ligados a via do SRC) detectada pela técnica de imunoistoquimica em
carcinomas de prostata (CaP), tecidos adjacentes prostaticos ndo neoplasicos (Tec Adj) e hiperplasias benignas prostaticas (HPB) de acordo com a
intensidade de marcacéo.

DAB2 ATF1
Intensidade membrana Intensidade nuclear
Amostras p* n(%o) p*
Negativa Positiva Negativa Fraca/Moderada Intensa
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
CaP (n=192) ®° 190 (99) 2(1) n=190 P 7(4) 7 (4) 176 (92)
HPB (n=23) ¢ 14 (61) 9 (39) <0,0001 n=23 ° - - 23 (100) 0,65
Tec Adj (n=8) 4 (50) 4 (50) n=38 - - 8 (100)
ICAM1** ETV6
Intensidade membrana Extensdo nuclear
Amostras p* n(%o) pP*
Negativa Positiva Negativa 1-50% >50%
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
CaP (n=191) #° 178 (93) 13 (7) n=191 b 3(1) 114 (60) 74 (39)
HPB (n=22) © 19 (86) 3 (14) 0,36 n=23 ° 3(13) 7 (30) 13 (57) <0,0001
Tec Adj (n=8) 8 (100) - n=38 - - 8 (100)

*Teste de Qui-quadrado
DAB2: ®CaP versus HPB — P<0,0001; ® CaP versus Tec Adj — P<0,0001; ° HPB versus Tec Adj — P=0,69 (Teste de Qui-quadrado)
ATF1:®CaP versus HPB — P=0,40; ® CaP versus Tec Adj — P=0,72; (Teste de Qui-quadrado) ° HPB versus Tec Adj — ndo realizado
ICAML1: ® CaP versus HPB — P=0,21; ® CaP versus Tec Adj — P=1,00; ¢ HPB versus Tec Adj — P=0,54 (Teste de Qui-quadrado)
ETV6: ? CaP versus HPB — P=0,0008; ° CaP versus Tec Adj — P=0,0026; © HPB versus Tec Adj — P=0,07(Teste de Qui-quadrado)
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Tabela 19 - Associa¢do dos dados clinico-histopatologicos com os padrdes de marcagdo dos
genes ligados a via do SRC (DAB2 e ATF1), detectados por imunoistoquimica nos carcinomas

de prostata (CaP).
ATF1
Variaveis ] DABZ_ ] ]
N Negativa Positiva P N Negativa Fraca/Moderada Intensa P

Idade 1,00 0,73
<60 82 81 (99) 1(1) 81 3(4) 4 (5) 74 (91)
> 60 109 108 (99) 1(1) 108 4 (4) 303) 101 (93)

Historia Familial 1,00 0,002
Negativa 146 144 (99) 2(1) 145 2(1) 6(4) 137 (95)

Positiva 40 40 (100) - 39 5(13) - 34 (87)

PSA (ng/mL)* 0,90 0,07
<4.0 13 13 (100) - 12 2(17) - 10 (83)
>4.0-10 100 99(99) 1(1) 100 1(1) 4 (4) 95 (95)
>10 76 75 (99) 1(1) 75 4 (5) 3(4) 68 (91)

Gleason 0,24 0,47
<7((3+4) 166 165 (99) 1(1) 164 503) 6 (4) 153 (93)
=7 (4+3) 25 24 (99) 1(1) 25 2(8) 1(4) 22 (88)

Estadio

Patoldgico 1,00 0,65
II 95 94 (99) 1(1) 94 4 (4) 2(2) 88 (94)
ielV 93 92 (99) 1(1) 92 303) 4(4) 85 (93)

Risco de

recorréncia 0,47 0,46
Baixo 45 45 (100) - 35 2 (6) 1(3) 32 (91)
Moderado 107 106 (99) 1(1) 105 2(2) 5(5) 98 (93)

Alto 36 35(97) 1(3) 36 3(8) 1(3) 32 (89)

Linfonodos

comprometidos 0,39
Negativo 174 172 (99) 2(1) 1,00 172 503) 7 (4) 160 (93)

Positivo 10 10 (100) - 10 1(10) - 9 (90)

Margem 1,00 0,85
Negativa 122 121 (99) 1(1) 120 4(3) 4 (3) 112 (93)

Positiva 67 66 (99) 1(1) 67 3(4) 3(4) 61 (92)

Extenséo extra-

prostatica 1,00 0,68
Negativa 147 145 (99) 2(1) 146 503) 4 (3) 137 (94)

Positiva 41 41 (100) - 40 2(5) 2 (5) 36 (90)




Cont/ Tabela 19
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Invasao

angiolinfatica

Negativa
Positiva

Invasao
Vesicular

Negativa
Positiva

Recidiva
bioguimica
Negativa
Positiva

Mestastase
Negativa
Positiva

146
43

167
22

74
116

172
18

145 (99)
42 (98)

165 (99)
22 (100)

74 (100)
114 (98)

171 (99)
17 (95)

1(1)
1(2)

2(1)

2(2)

1(1)
1(5)

0,40

1,00

0,52

0,18

144
43

165
22

73
115

170
18

5(3)
2(5)

6(4)
1(5)

1(D)
6(5)

503)
2(11)

503)
2(5)

6(4)
1(5)

4(6)
303

74

134 (94)
39 (90)

153 (92)
20 (90)

68 (93)
106 (92)

158 (93)
16 (89)

0,87

0,95

0,25

0,15

Obs.: As diferengas no numero de individuos avaliados para cada parametro se devem a auséncia de
informagoes clinicas ou histopatologicas em alguns casos.
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Tabela 20 - Associagdo dos dados clinico-histopatologicos com os padrdes de marcagido das
proteinas ligados a via do SRC (ETV6 e ICAMI), detectados por imunoistoquimica nos
carcinomas de prostata (CaP).

ETV6 ICAM1
Variaveis N Negativa 1-50% >50% P N  Negativo Positivo P
Idade 0,49 0,71
<60 82 2(2) 46 (56) 34 (42) 82 77 (93) 5()
> 60 108 1(1) 68 (63) 39 (36) 107 99 (93) 8(7)
Historia
Familial 0,47 0,48
Negativa 145 2 (1) 85 (59) 58 (40) 144 135(94) 9 (6)
Positiva 40 1(3) 27 (67) 12 (30) 40 36 (90) 4 (10)
PSA (ng/mL)* 0,28 0,40
<4.0 13 - 9 (69) 4 (31) 13 12 (92) 1(8)
>4.0-10 100 - 60 (60) 40 (40) 98 89 (91) 9(9)
>10 75 3(4) 44 (59) 28 (37) 76 73 (96) 34
Gleason 0,46 0,22
<7 (3+4) 165 2(1) 97 (59) 66 (40) 164  151(92) 13 (8)
>7(4+3) 25 14 16 (64) 8 (32) 25  25(100) -
Estadio
Patoldgico 0,46 0,80
II 94 1(1) 53 (56) 40 (43) 94 87 (93) 7(7)
MelV 93 2(2) 59 (63) 32 (35) 92 86 (93) 6(7)
Risco de
recorréncia 0,47 0,50
Baixo 45 - 28 (62) 17 (38) 44 41 (93) 3(7)
Moderado 106 2(2) 59 (56) 45(42) 106 97 (91) 9(9)
Alto 36 1(3) 25 (70) 10 (27)) 36 35(97) 1(3)
Linfonodos
comprometidos 0,06 0,50
Negativo 173 2(2) 105 (60) 66 (38) 172 161 (94) 11(6)
Positivo 10 1(10) 7 (70) 2 (20) 10 9 (90) 1(10)
Margem 0,49 0,14
Negativa 121 1(1) 75 (62) 45 (37) 121 110 (90) 11 (10)
Positiva 67 2(3) 39 (58) 26 (39) 66 64 (97) 2 (3)
Extensao extra-
prostatica 0,40 1,00
Negativa 146 2 (1) 85 (59) 59 (40) 145  135(93) 10 (7)
Positiva 41 1(2) 28 (69) 12 (29) 41 38 (93) 3(7)




Cont/ Tabela 20
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Invasdo
angiolinfatica
Negativa 145
Positiva 43
Invasédo
Vesicular
Negativa 166
Positiva 22
Recidiva
bioguimica
Negativa 74
Positiva 115
Metéastase
Negativa 171
Positiva 18

2 (1)
12)

3(2)

12)
2(2)

30

82 (57)
32 (74)

99 (60)
15 (68)

41 (55)
73 (63)

106 (62)
8 (44)

61 (42)
10 (24)

64 (38)
7(32)

32 (43)
40 (35)

62 (36)
10 (56)

0,08

0,64

0,50

0,25

144
43

165
22

73
115

170
18

134 (93)
40 (93)

152 (92)
22 (100)

65 (89)
110 (96)

157 (92)
18 (100)

10 (7)
3(7)

13 (8)

8 (11)
5(4)

13 (8)

1,00

0,37

0,08

0,61

Obs.: As diferengas no numero de individuos avaliados para cada parametro se devem a auséncia de

informagoes clinicas ou histopatologicas em alguns casos.
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5 DISCUSSAO

Este estudo foi delineado para confirmar o envolvimento de genes previamente
identificados como alterados quanto ao ntimero de coépias de DNA por HR-CGH e
CGH-array ou que estavam presentes em redes biologicas construidas a partir dos
resultados da analise de CGH-array. Nestas analises prévias, foram utilizadas amostras
de pacientes que tiveram um bom progndstico (mais de 10 anos de seguimento clinico)
(grupo I) e casos que evoluiram para metastases (testiculo, linfonodos, ossos) (grupo II)
em curto periodo de tempo (inferior a 3 anos). Para avaliar ganhos e perdas genomicas
por CGH-array foi utilizada a plataforma plataforma BACs HB68 (6k - Roswell Park
Cancer Institute, Buffalo, USA). Nos casos de bom progndstico foram detectados 36
BACs envolvidos em ganhos e 171 em perdas; no grupo II foi observado 157 BACs
envolvidos em ganhos em 160 em perdas. Os BACs inseridos nesta plataforma
continham em geral, um a oito genes conhecidos ou putativos. Os genes avaliados no
presente estudo foram selecionados a partir desta analise prévia.

Foram avaliados os niveis de expressao dos transcritos C-MYC, NKX3.1, SRF e
SRC por RT-PCR quantitativa em tempo real usando o método baseado em SYBR
Green. Foram utilizados controles de qualidade para todos os procedimentos como
proposto pelo MIQE Guidelines (Minimum /nformation for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments, descrito por BUSTIN et al. (2009). Como recomendado,
s6 foram utilizados no presente estudo os pares de iniciadores que ndo apresentaram nas
analises de curvas de dissociacdo produtos amplificados contendo dimeros de
iniciadores ou produtos inespecificos. Além disso, os tamanhos dos amplicons de cada

gene gerados pela qRT-PCR foram rotineiramente checados por eletroforese em gel de



95

agarose. Como observado na secdo de Resultados, as curvas de dissociacdo dos genes
testados mostraram picos unicos, indicando a presengca de produtos amplificados
especificos para cada gene avaliado.

Niveis elevados dos transcritos do oncogene ¢-MYC foram detectados em 87%
dos carcinomas de préstata, mostrando-se significativamente aumentados em relacio as
préstatas normais ¢ aos tecidos ndao neoplasicos adjacentes (TecAdj). Esses resultados
corroboram os dados da literatura, que também reportaram aumento de expressao de c-
MYC em CaP quando comparados com tecidos prostaticos normais adjacentes (GUREL
et al. 2008; JIA et al. 2009; IWATA et al. 2010).

Apesar dos altos niveis de c-MYC, os tumores com estadio pT3/T4 apresentaram
niveis significativamente mais baixos de expressao (P=0,0388) em comparacdo com 0s
tumores com estadio pT2. Em contraste, ha relato de que o aumento de expressao deste
gene esta associado com fatores determinantes de pior progndstico nos CaPs
(GALLUCCI et al. 2008). Por outro lado, PROWATKE et al. (2007) hipotetizaram que
o aumento de expressdo de c-MYC em tumores de préstata favoreca a proliferagdo
celular e alteragdes nas vias apoptoticas, mas ndo nas etapas de manutencdo e
progressdo do tumor, o que pode explicar a diminui¢ao de expressdo do c-MYC nos CaP
de estadio III-IV. Os dados obtidos no presente estudo corroboram a hipdtese de que o
aumento do transcrito seja relevante nos estagios iniciais do processo tumoral.

Os resultados da expressdo da proteina c-MYC demonstram que 91% dos
tumores, 91% das HPB, 56% dos tecidos adjacentes ndo neoplésicos e tecido prostatico
normal apresentaram marcagao nuclear positiva. Ha controvérsias em literatura quanto o
padrao de imunomarcacdo de c-MYC, sendo que alguns estudos consideraram a
marcagdo citoplasmatica (JENKINS et al. 1997; YANG et al. 2005; PROWATKE et al.

2007), o que ¢ surpreendente uma vez que as fungdes da proteina c-MYC se relacionam



96

com o nucleo celular (PERSSON et al. 1984). Semelhante ao observado no presente
estudo, GUREL et al. (2008) avaliaram a imunolocalizagdo nuclear desta proteina e
verificaram marcagdo de ¢c-MYC significativamente maior nos casos de CaP quando
comparados ao tecido adjacente normal.

No presente estudo foi também demonstrado que a intensidade de marcacdo da
proteina c-MYC por THQ foi semelhante entre as amostras de HPB e CaP; porém tanto
os carcinomas quanto as HPBs apresentaram expressdo protéica aumentada na
comparagdo com o tecido adjacente normal (P=0,002 e P=0,03, respectivamente),
confirmando assim que a atividade proliferativa das hiperplasias (HPB) ¢ semelhante a
dos tecidos tumorais e que o oncogene c-MYC estd envolvido em lesdes proliferativas
da prostata. ROYUELA et al. (2000) descreveram positividade citoplasmatica em casos
de HPB e CaP, como o observado em nosso estudo, com imunomarcag¢ao nuclear de c-
MY C semelhante nestes dois grupos de amostras.

Um diferencial do nosso estudo ¢ a comparacao entre os niveis de expressao de
c¢cMYC no tecido adjacente ndo neopldsico e na préstata normal (proveniente de
necropsia e sem qualquer alteracao histopatoldgica) tanto na andlise de expressao génica
quanto proteica. Niveis elevados de c-MYC foram detectados nos TecAdj em relagdo a
prostata normal, porém inferiores aos CaP, sugerindo que alteragdes moleculares
possam ocorrer no tecido adjacente a area tumoral, sem que se observem alteragdes
morfoldgicas, mesmo microscopicas. Um exemplo € o resultado da expressdo génica em
um caso pareado de tecido tumoral e TecAdj (caso 88), em que se observou altos niveis
de transcritos nos dois tecidos, gerando um questionamento se o tecido prostatico
adjacente as lesoes pode ser considerado como padrdo de normalidade na comparagdo
de biomarcadores progndsticos e preditivos. GUREL et al. (2008) relataram que apesar

dos niveis elevados de ¢c-MYC nos CaP priméarios de alto grau de Gleason (4-5) e nas
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lesdes metastaticas, estes foram menores do que os tumores com menor grau de Gleason
(3). De maneira semelhante, em nosso estudo, menores niveis proteicos de c-MYC
foram associados significativamente com o escore de Gleason mais alto (P=0,02).
PROWATKE et al. (2007) relataram uma correlacdo negativa entre positividade para c-
MYC e escore de Gleason. Porém, neste estudo nido foi considerada a intensidade de
imunomarcagdo. Os autores sugeriram que o aumento de expressdo de c-MYC em
tumores de préstata contribui para a proliferacdo e inicio da hiperplasia celular, mas
possivelmente ndo seja relevante na manutengdo e progressdo do tumor. Os autores
argumentam que como cMYC atua em diferentes vias, incluindo a via de apoptose; a
regulagdo negativa de cMYC durante a progressdo do tumor pode ser um mecanismo de
evasdo tumoral da apoptose. Uma das vias envolvidas na regulacdo da apoptose ¢ a
ativacao do p53 pelas células que apresentam aumento de expressdo de MYC, com
conseqiiente indu¢do da morte celular (ALBIHN et al. 2010).

Embora ndo tenha sido detectada associacdo significativa entre niveis protéicos
diminuidos de cMYC e tumores com extensdo extra-prostatica (P=0,30), como
observado na andlise dos transcritos de cMYC, observou-se maior freqii€éncia de casos
com expressao fraca da proteina entre os tumores com extensao extra-prostatica (15%,
6/41) comparado aos tumores sem extensdo (7%, 11/147). Nao foi detectada associagdo
significativa entre niveis mais baixos dos transcritos com tumores com escore de
Gleason alto [>7(+3)], como observado na analise proteica. No entanto, observou-se
maior freqiiéncia de tumores com expressdo normal ou diminuida de cMYC (16%)
dentre os tumores com escore de Gleason alto comparado aos tumores com escores de
Gleason baixo (11%), sendo que os niveis mais baixos de transcritos foram detectados

nos tumores com maiores graus de Gleason (Gleason 8-9).
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Em resumo, estes dados reforcam a hipdtese que a expressao de cMYC ¢
regulada durante a carcinogénese prostatica, com expressao aumentada nos tumores de
maneira geral, porém niveis ainda mais altos sdo detectados nos tumores menos
agressivos.

Os mecanismos envolvidos no aumento de expressdo de c-MYC nos tumores
prostaticos nao estdo completamente estabelecidos. Segundo ALERS et al. (2001),
ganho em 8q ¢ um evento precoce na carcinogénese prostatica. JENKINS et al. (1997)
relataram que nos CaP ha maior marcagdo citoplasmatica da proteina c-MYC devido ao
ganho do nimero de copias do cromossomo 8, que por sua vez esta relacionado com
metastase em linfonodos. Mais recentemente, PROWATKE et al. (2007) sugeriram que
a expressdo protéica de c-MYC ndo ¢ primariamente dependente de alteragdes no
nimero de copias do cromossomo 8§ ou do gene c-MYC, o que indica que a expressdo de
c-MYC nos CaP ndo ¢ regulada simplesmente por um efeito de dosagem génica.

No presente estudo foi demonstrado aumento dos transcritos e da expressdao da
proteina por qRT-PCR e IHQ. A analise por aCGH e HR-CGH dos estudos prévios do
grupo revelou um aumento do nimero de copias do gene ou da regido cromossdmica
em 3/12 e 1/8 casos, respectivamente. Considerando o niimero limitado de casos com
ganhos envolvendo ¢-MYC, ¢ possivel que o mecanismo envolvido no aumento do
transcrito e da proteina, pelo menos em um significante numero de casos, ndo seja por
efeito de dosagem génica. GALLUCCI et al. (2009) relataram que apenas 1,6% (2/117)
dos CaP analisados apresentavam amplificagdo de c-MYC. O gene c-MYC ¢ considerado
um regulador chave da proliferacdo, embora a amplificacdo deste oncogene seja
variavel em casos com aumento de expressdo em tumores de prostata (BOUCHARD et
al. 2001; REITER et al. 2000; SAVINAINEN et al. 2004). Nas células prostaticas in

vitro, o gene c-MYC parece ser capaz de imortaliza-las em uma uUnica etapa, sem a
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necessidade aparente de ativagdo de outros oncogenes ou inativacdo de genes
supressores (IWATA et al. 2010).

Ha relatos de que eventos de translocagdes cromossOmicas, como nos casos de
linfoma de Burkitt, podem ativar o locus de c-MYC (GARDNER et al. 2002). Este
poderia ser um mecanismo alternativo para explicar o aumento de transcritos e da
proteina. Além disso, uma pequena proteina produzida como resultado de traducdo
alternativa do gene MBPI/ENOI localizada no ntcleo tem sido relatada como um
elemento de ligagdo ao promotor do gene c-MYC regulando sua expressdao. A proteina
MBP1 (c-myc promoter binding protein) regula a expressao de varios outros genes alvo
envolvidos em processos tumorais. Recentemente, STEELE et al. (2010), demonstraram
que a expressao exdgena de MPBI1 inibe o crescimento de carcinomas de préstata e que
esta proteina ¢ modulada pela expressdo de miRNAs envolvidos na regulacdo do
crescimento das células tumorais. O resultado do estudo indicou que a expressdo
exdgena do miR-29b inibe Mcl-1, COL1Al, COL4A1 e MMP2 em células de
carcinoma de prostata. Outros miRNA podem atuar diretamente na regulacdo da
expressdo do gene c-MYC, como o miR-145. Em anélise de citometria de fluxo de
células de cancer de célon em modelos murinos, SACHDEVA e¢ MO (2010)
observaram que o miR145 induz a parada do ciclo celular nas fases G0-G1 e diminui o
tempo da fase S, sugerindo que sua expressdo ocorre em células menos proliferativas.
Esta inibicdo da proliferacdo celular ¢ mediada pela acdo direta do miR-145 no
oncogene c-Myec, por ligacdo na porcao 3'- UTR. Este mesmo miRNA age em genes
como Ciclina D1 e elF4E, também envolvidos na regulacdo do ciclo celular. A
diminuicdo deste miRNA poderia explicar a expressdo aumentada de c-MYC nestes
tumores. Ha relatos de diminui¢do do miR-145 em cancer de prostata (COPPOLA et al.

2010). Regulagdo de c-MYC pelo miRNA /et-7a foi demonstrado em linfoma de Burkitt
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(SAMPSON et al., 2007) e em carcinoma de pulmio (HE et al. 2010), sendo que a
expressdo de let-7a também esta alterada nos carcinomas prostaticos (COPPOLA et al.
2010). Em resposta ao dano de DNA, o MYC ¢ negativamente regulado pelo miR-34c,
para que haja a limitagdo da sintese protéica. A manutencdo da replicacdo celular em
condi¢des de estresse pode ser um dos mecanismos em que o MYC promoveria
instabilidade genética, atingindo seu potencial oncogénico (CANNEL e BUSHELL
2010).

No presente estudo foi observada uma alta concordancia entre os achados de
expressao génica e protéica de c-MYC; 83% dos CaP mostraram concordancia entre a
expressao génica aumentada (QR>2,0) e expressdo proteica intensa. Dezessete porcento
dos casos mostraram resultados discordantes. GUREL et al. (2008) relataram que a
presenga do mRNA de c-MYC ndo necessariamente se correlaciona com a presenga da
proteina c-MYC e que fatores pos-transcricionais ¢ de tradugcdo podem interferir no
nivel protéico. O controle da expressdo de c-MYC ¢ altamente regulada. A transcri¢do
de c-MYC ¢ controlada por diversas vias de sinalizacdo, como Wnt, Notch, tirosina
quinase, TGF-f (transforming growth factor - beta), vias estas que se encontram
alteradas em diversos tumores. Em nivel de poés-tradugdo, a expressdo de c-MYC pode
ser controlada por fosforilacdo reversivel e seqiliencial em dois sitios conservados da
proteina que levam a ubiquitinagdo e degradacdo proteossomica da proteina. Alteragdes
em vdrias proteinas envolvidas nestas vias sdo relatadas em tumores solidos e parecem
contribuir para expressao estavel de c-MYC nestes tumores (ALBIHN et al. 2010).

IWATA et al. (2010) questionaram se a expressao aumentada de c-MYC de
forma isolada ¢ suficiente para que ocorra a transformacdo maligna. A resposta da agdo
desregulada de c-MYC depende de seus niveis de expressdo. Segundo os autores, baixos

niveis de expressdo, que ocorrem fisiologicamente durante a proliferagdo celular em
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varios tipos celulares, sdo normalmente tolerados pelas células sem ativagdo dos
mecanismos de supressdo tumoral, enquanto altos niveis de expressdo normalmente
induzem a apoptose e outras vias de “vigilancia” tumoral. Isto indica que em certos
tipos celulares o c-MYC precisa cooperar com outros genes associados a sobrevida
celular que podem ser ou ndo oncogenes classicos ativados ou genes supressores
inativados para que haja a transformagao celular.

O gene NKX3.1 esta localizado em 8p21, regido cromossdmica que apresenta
perda de heterozigose (LOH) em aproximadamente 50% a 85% dos casos de CaP
(BETHEL et al. 2006). Este gene funciona como um “gatekeeper”, que previne outras
alteracdes genéticas que iniciariam o processo carcinogénico da prdstata, uma vez que
ele regula a taxa de proliferagdo das células epiteliais luminais (SONG et al. 2009).
BHATIA-GAUR et al. (1999) sugeriram que a perda de NKX3./ seria um evento inicial
na carcinogénese prostatica, a partir de uma lesdo pré-neoplasica; eventos genéticos
subseqiientes poderiam atuar na progressao para carcinoma.

No presente estudo foi observado uma diminui¢cdo de expressdao do transcrito
NKX3.1 em 34% das amostras tumorais e em 67% dos tecidos adjacentes em relacdo ao
controle (préstata normal). Foi detectado o aumento de expressdo de NKX3./ em 5%
dos CaP. As comparagdes entre niveis de transcritos e as varidveis clinicas e
histopatologicas demonstraram que niveis reduzidos dos transcritos foram associados
significativamente com auséncia de historia familial de CaP. Este achado ¢ inédito, e
por isso deve ser melhor investigado investigado.

Os resultados da expressao protéica de NKX3.1 mostraram que 93% dos CaP e
100% dos Tec Adj e HPB apresentavam reducdo dos niveis proteicos. O presente estudo
corrobora os achados de BETHEL et al. (2006), tanto para analises de expressdo génica

quanto protéica, que demonstraram niveis reduzidos dos transcritos em 50% dos CaP
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(6/12) utilizando como controle amostras pareadas de Tec Adj. Os autores também
relataram a diminui¢do da expressdo protéica de NKX3.1 nos CaP em relagdo ao Tec
Adj.

Utilizando linhagens celulares de cancer de prostata, IWATA et al. (2010)
observaram aumento nos transcritos de NKX3.1 apés o silenciamento do gene c-MYC
por siRNA. Apesar de serem necessarios mais estudos para se determinar se este efeito
¢ diretamente transcricional ou poés-transcricional, os resultados apresentados pelos
autores indicam que o c-MYC regula o nivel de expressdo de NKX3./ em focos de PIN.
Porém, ja em carcinomas prostiticos maiores ¢ invasivos, vdarias células podem
apresentar altos niveis de c-MYC e NKX3.1, o que sugere que a regulacdo eficiente do c-
MYC sobre o NKX3.1 observado nos focos de PIN, pode estar perdida nas lesdes mais
invasivas. Em nosso estudo os resultados da avaliacdo da expressdo dos transcritos de
NKX3.1 apresentaram apenas cinco casos com aumento de expressao, destes cinco casos
80% (4/5) também tiveram aumento dos transcritos c-MYC. Apesar de um nimero
pequeno de casos avaliados, esses achados dao evidéncias adicionais sugerindo a
associac¢do entre o NKX3.1 e o oncogene c-MYC.

O modelo prevalente da expressdo de NKX3.1 no cancer prostatico humano
sugere que hd uma diminuicdo progressiva desta proteina em focos de PIN, em
carcinomas invasivos, culminando em perda total nos adenocarcinomas metastaticos
(SONG et al. 2009). GUREL et al. (2010) sugeriram recentemente que a proteina
NKX3.1 ¢ um marcador especifico de tecido metastatico de adenocarcinomas de
prostata. Os autores relataram que 99% dos tecidos metastaticos avaliados eram
positivos para expressdo desta proteina, embora a mediana dos escores de
imunomarca¢do fosse menor que nos carcinomas primarios prostaticos nao

metastaticos. Entre os 18 casos que evoluiram para metéastase avaliados no nosso
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estudo, apenas 38% (7/18) mostraram-se positivos para a expressao de NKX3.1. A
freqiiéncia de casos negativos foi semelhante entre os tumores ndo metastaticos e os
metastaticos.

Assim, outros estudos sdo necessarios para avaliar a associacdo de NKX3.1 com
metastase nos tumores prostaticos. No entanto, alguns estudos mostram a reducdo de
NKX3.1 em PIN e em alguns adenocarcinomas, enquanto em quase todos os
adenocarcinomas invasivos foi observada uma diminui¢do relativamente menor
mantendo niveis significativos de NKX3.1 (KORKMAZ et al. 2004; BETHEL et al.
2006). ASATIANI et al. (2005), revisaram a questdo da expressao protéica de NKX3.1
em CaP e relataram que a auséncia desta proteina ¢ rara (aproximadamente 5% dos
casos), porém a intensidade de marcacdo era reduzida nos CaP em relacdo ao epitélio
prostatico normal. Os resultados apresentados no nosso estudo concordam parcialmente
com esses autores. Se por um lado, foi mostrado diminui¢ao de expressao nos CaP
(expressdo fraca em 34%) em comparacdo com a marcagdo de intensidade moderada
nas células epiteliais da prdstata normal, por outro lado, observamos que 59% dos CaP,
30% das HPB e 75% dos TecAdj apresentaram auséncia de expressdo proteica, nao
sendo portanto um evento raro. Vale ressaltar que a maior freqiiéncia de casos negativos
foi observada no grupo de TecAdj (75%), refor¢ando que estes tecidos nao-neoplasicos
também apresentam alteracdes de expressdo importantes e devem ser questionados
como controles normais utilizados nos diferentes estudos.

LEI et al. (2006) mostraram que ¢ necessaria a presenca de NKX3.1 para a
atuacdo da via do p53, indicando que a reducdo na expressao desta proteina pode por si
sO6 anular a sinalizagdo do p53, gene que tem a importante fungdo de “guardido do
genoma” e ativador da apoptose. Tal achado tem suporte nos resultados obtidos por

estes autores em prostata de camundongos, onde a reducdo dos niveis protéicos de
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NKX3.1 foi observada pela indugdo do c-MYC, que previne a apoptose induzida pelo
pS3, facilitando a habilidade do ¢-MYC em transformar as células epiteliais em
malignas. Em nosso estudo ndo foi avaliada a expressdo de p53, nem o indice
apoptotico, porém a imunomarcacao fraca ou ausente de NKX3.1 em 93% dos CaP nos
faz inferir sobre a influéncia dessa proteina na carcinogénese prostatica e
desenvolvimento da HPB (100% das amostras apresentaram expressiao fraca ou
ausente), em comparagdo com o tecido prostatico normal (que apresentou marcagao
moderada) uma vez que a presenga de NKX3.1 ¢ necessaria para a ativagdo da via do
p53, que permitiria a corre¢dao de danos no DNA ou a inducao da apoptose.

No presente estudo ndo foi observada correlagdo entre os niveis de expressao
proteica e génica de NKX3.1 nos CaP, ja que estes tiveram expressdo génica diminuida
em menos da metade dos casos, em comparagdo a proteica, que foi diminuida para
grande parte dos casos avaliados. Apesar de ndo apresentarem resultados significativos
foram observados alguns achados concordantes para os CaP e TecAdj. Nos tumores
70% apresentaram niveis diminuidos tanto para os transcritos quanto para a proteina, o
mesmo foi observado em 75% dos tecidos adjacentes ndo neoplasicos. KORKMAZ et
al. (2004) mostraram uma alta correlacdo entre os resultados de expressdo de transcritos
e niveis protéicos (IHQ) de NKX3.1 em prostata normal e CaP. Os autores encontraram
que 74% dos casos avaliados apresentavam niveis de expressdo mRNA e proteina
concordantes nos dois tecidos avaliados. A mesma correlagdo entre os niveis de
expressdo génica e proteica foi descrita por BETHEL et al. (2006) em focos de PIA
(atrofia inflamatoria proliferativa) (cinco de sete casos). Porém nesta mesma lesdo, os
autores encontraram trés situacdes diferentes: mRNA em niveis normais e proteina
diminuida; niveis similares de mRNA e proteina; e nivel de mRNA aumentado e

expressdo protéica diminuida. Os autores sugeriram que a regulagdo dos niveis protéicos
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de NKX3.1 deve ocorrer de uma forma seqiiencial, em multiplas etapas, incluindo os
niveis de tradugdo e/ou estabilidade protéica, como por exemplo o papel central da
tirosina quinase serina (CK2) na estabilidade proteica de NKX3.1, por protegé-la da
degradagdo proteossomica.

Uma variedade de relatos em literatura sugere que a perda da expressdo de
NKX3.1 é um evento inicial na carcinogénese prostatica, resultando em lesdo pré-
neoplasica e que eventos genéticos subseqiientes promoveriam a progressdo para
carcinoma (VOELLER et al. 1997; BHATIA-GAUR et al.1999; DE MARZO et al.
1999; NELSON et al. 2003). Metilagao anormal e perda de um alelo NKX3./ levam a
expressdo diminuida dos niveis da proteina. Uma mutagdo inativadora foi também
identificada como relacionada a fator de risco precoce de aparecimento do cancer de
prostata (ZHENG et al. 2006). Ainda ndo sdo conhecidas as conseqiiéncias moleculares
desta perda como evento precoce da carcinogénese prostatica, incluindo em que
momento ela ocorre durante a progressio maligna, bem como seu papel no
comportamento tumoral, mas os resultados em literatura indicam que terapias baseadas
em promover o aumento dos niveis protéicos de NKX3.1 para normais poderiam ser
importantes para suprimir o processo tumoral da prostata.

O gene SRF ¢ considerado um supressor tumoral e tem sido descrito como
envolvido em carcinomas de prostata (YEMELYANOV et al. 2007). No presente
estudo, foram observados niveis semelhantes de expressdo do transcrito SRF entre os
grupos de amostras tumorais e tecidos adjacentes. Entretanto, foram observadas
diferencas significativas entre os niveis menores do transcrito com estadiamento alto
(III+IV) e presenca de extensdo extra-prostatica. A diminuicdo de expressdo deste gene
foi observada em 25% dos casos de CaP e aumento em 11% dos casos. A maioria dos

casos apresentou niveis de expressao normal para SRF. Embora em um pequeno nimero
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de casos (10/95 casos), foi observado que os tumores com aumento de expressdo génica
apresentavam baixo escore de Gleason (90%) auséncia de extensdo extra-prostatica e
invasdo vesicular (todos os casos) e apesar de trés deles apresentarem recidiva
bioquimica nenhum evoluiu para metastase, até o momento. Estes dados sdo
compativeis com a funcdo de supressor tumoral. A identificagdo do SRF como um
mediador da acdo do androgeno FLH2 estabelece a existéncia de um novo mecanismo
indireto da agdo de androgenos e da a primeira indicacdo que o SRF é importante no
desenvolvimento dos carcinomas prostaticos (HEERMERS et al. 2007).

Altos niveis protéicos de SRF foram encontrados em 93% dos tecidos tumorais e
em todos os tecidos adjacentes ndo neoplasicos, semelhante ao padrdo observado no
tecido prostatico normal, que apresentou intensidade forte de imunomarcagdo desta
proteina. Estes achados foram semelhantes aos obtidos na analise de expressdo do
transcrito (64% dos casos mostraram expressao normal e 25% aumentada entre os
tumores). As hiperplasias prostaticas benignas apresentaram aumento de expressao
protéica em 83% dos casos avaliados.

Resultados contraditorios foram apresentados em carcinomas de tiredide e em
colorretais. Em carcinoma da tireéide, KIM et al. (2009) detectaram forte marcagdo
nuclear e citoplasmatica de SRF. A proteina estava expressa em 50 dos 63 casos de
carcinoma papilar (79%) e em 6 dos 9 casos de carcinoma anaplastico (67%). Os
autores verificaram que o aumento de expressdo de SRF estava associado com aumento
da motilidade e a invasividade celular. Semelhante a estes achados, CHOI et al. (2009)
demonstraram que o aumento de expressdo de SRF no carcinoma colorretal tem um
papel crucial na progressao do tumor e na metéstase para o figado.

JU et al. (2009) avaliaram a estabilidade da proteina NKX3.1 com o intuito de

aumentar os seus niveis protéicos para desenvolver uma terapia alvo-especifica dirigida
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aos tumores prostaticos que apresentassem diminuicdo desta proteina. Os autores
mostraram que interagdes entre o dominio acidico e a regido de motifs do NKX3.1 o
qual interage com SRF (no homeodominio de NKX3.1) estabiliza e promove aumento
da proteina NKX3.1 favorecendo a ligagdo deste fator de transcri¢do com o DNA. E
sabido que a fosforilagdo do dominio acidico leva a degradacdo proteossdmica lenta de
NKX3.1 em células prostaticas, sendo assim a estabilizacdo da proteina é importante na
manuten¢do das fungdes desta proteina. Em nosso estudo, quando foram comparados os
baixos niveis de expressdo das duas proteinas, SRF e NKX3.1 (total 10 casos), foi
observado que oito casos apresentaram estadio pT3/T4 e oito mostraram um risco de
recorréncia moderado a alto; um destes pacientes apresentou a doenga aos 43 anos.
Estes achados sugerem que a expressdo baixa concomitante das duas proteinas poderia
ser um indicador de pior prognostico em carcinomas de prostata.

Foram avaliados neste estudo o padrao de expressdo das proteinas TIMP3 e
NCOA1, por mostrarem-se ligados ao SRF nas andlises de redes biologicas.

Inibidores enddgenos de metaloproteinases, como a proteina TIMP3, tem um
papel critico na homeostase e remodelamento da matriz extracelular. A perda da
regulacdo desses mecanismos contribui para o desenvolvimento de metastases (BAKER
et al. 1999).

No presente estudo, foi observada diminui¢do da expressdo de TIMP3 em 45%
dos CaP, 83% das amostras de HPB e em 78% dos TecAdj. RIDDICK et al. (2005)
relataram a diminui¢do da expressdo de TIMP3 em CaP e em HPB. A expressdo de
TIMP3 foi relatada também como diminuida ou perdida em varios tumores como cancer
de mama (HELLEMAN et al 2008), colorretal (BAI et al. 2007) e carcinoma de
pulmdo (MASHKOVA et al. 2006). STAMEY (2001) relatou niveis reduzidos de

TIMP3 por analises de expressdo génica em larga escala comparando CaP versus HPB.
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Nossos achados corroboram com os dados descritos em literatura revelando diminuigao
da expressao da proteina TIMP3 em carcinomas de prostata.

Foi também verificado no presente estudo uma associacao entre a diminui¢do de
expressio de TIMP3 com altos escores de Gleason (P=0,0009), sugerindo uma
correlacdo com carcinomas mais agressivos, ja que esta proteina inibe a acdo das
metaloproteinases, que colaboram com a invasao estromal das células neoplasicas (Gu
et al., 2008). Quando comparados os baixos niveis de expressdo de TIMP3 com os
baixos niveis de expressdo da proteina SRF detectado em apenas oito casos, verificou-se
que cinco apresentavam altos escores de Gleason, seis mostraram recidiva; cinco tinham
alto a moderado risco de recorréncia; quatro tinham idade inferior a 57 anos e dois casos
evoluiram para metastase.

Alguns mecanismos podem estar envolvidos na reducdo da expressdo desta
proteina incluindo a hipermetilacdo da regido promotora de TIMP3 ou a regulacdo via
microRNAs. Varios estudos demonstraram metilagdo aberrante em varios tumores
incluindo carcinomas de prostata (HOQUE et al. 2005; SMITH et al. 2008; KWABI-
ADDO et al. 2010). Recentemente, SONG et al. (2010) relataram que os niveis de
expressao da proteina TIMP3 foram inversamente associados com a expressao do miR-
21, sugerindo que este microRNA pode estar envolvido no mecanismo de regulagdo do
gene TIMP3 em linhagens celulares e tumores primarios de mama.

O gene TIMP3 foi sugerido como um candidato a ser usado em terapia génica
em carcinomas de préostata. ZHANG et al. (2010) demonstraram que a expressao
aumentada induzida de TIMP-3 na linhagem celular de prostata PC-3M promove a
inibi¢do da invasdo e a proliferacdo de células de cancer de prdstata in vitro assim
como a inibi¢do do crescimento tumoral in vivo. Em conjunto, esses dados refor¢cam o

envolvimento do gene TIMP3 em carcinomas de prostata.
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Neste estudo foi avaliada a expressdo da proteina NCOA1/SRC-1. Um dos
grupos melhor descritos de co-ativadores receptores de esterdides ¢ a familia p160, que
consiste das proteinas NCOA1/SRC-1, TIF2/SRC-2 and RAC3/AIB1/SRC-3. O
NCOA1/SRC-1 tem sido descrito como importante na regulacdo da atividade
transcricional das células de cancer de prostata. O cancer de prostata ¢ uma doenga
androgeno-dependente e, conseqiientemente, a terapia baseada em deprivacdo de
andrégenos ¢ o tratamento primdrio para a doenca metastatica. Os androégenos agem por
meio do receptor de androgeno (AR) e a expressdo aumentada dessa proteina tem sido
associada com pior prognostico em CaP (LI et al. 2004). O SRC-1 € um co-ativador do
AR.

Aqui, relatamos o aumento dos niveis protéicos de NCOA1/SRC-1 em 81% dos
CaP e em 65% das HPB. Os tecidos adjacentes ndo neopldsicos mantiveram o padrdo de
marcacdo semelhante ao da prdstata normal em 89% dos casos avaliados. Em adicao,
apods andlise multivariada dos dados obtidos foi verificado que a proteina NCOA1/SRC-
1 ¢ um marcador prognostico independente para recorréncia bioquimica. Dados em
literatura confirmam o papel da proteina NCOAI/SRC-1 com caracteristicas de
agressividade tumoral. GREGORY et al. (2001), demonstraram o aumento desta
proteina em tumores de prostata hormonio-refratarios quando comparados com HPB ou
tumores androgenos dependentes. AGOULNIK et al. (2005) demonstraram que altos
niveis de SRC-1 estdo associados a tumores mais agressivos (estadiamento clinico,
comprometimento de linfonodos, extensdo extracapsular, invasdo em vesicula seminal e
escores de Gleason). Inversamente, TIEN et al. (2009) utilizando um modelo in vivo
demonstraram que o SRC-1 ndo ¢ um co-ativador essencial para dirigir a carcinogénese

da prostata ou a promoc¢ao para metastases em camundongos.
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O mecanismo que leva a aumento da expressdo do gene NCOAI/SRC-1 ndo ¢
bem estabelecido (MAKI et al. 2006), entretanto, varios estudos demonstraram que os
niveis de expressdo génica e protéica estdo positivamente correlacionados com os
tumores de prostata mais agressivos (FUIIMOTO et al. 2001; GREGORY et al. 2005;
AGOULNIK et al. 2005) assim como em outros tumores. Em uma recente revisao, XU
et al. (2009) relataram que 19 a 29% dos carcinomas mamarios apresentam niveis
aumentados de SRC-1 e que este aumento tem sido positivamente correlacionado com
os niveis de expressdo de ERBB2, metastase em linfonodos, recorréncia da doenca e
pior sobrevida livre da doenca. Um estudo recente também demonstrou que aumento
dos niveis de SRC-1 ¢ um excelente preditor progndstico de recorréncia do cancer de
mama apo6s terapia (REDMOND et al. 2009).

Assim, os dados do presente estudo confirmam o envolvimento do gene
NCOA1/SRC-1 com caracteristicas de pior prognostico em carcinomas de prostata.

A tirosina quinase, SRC atua em varios processos neoplésicos invasivos sendo o
primeiro oncogene a ser descrito. O gene SRC estd envolvido no processo de
invasividade tumoral e medeia a sinalizacdo de receptores oncogénicos como EGFR,
HER2, PDGFR, FGFR e VEGFR (ARAUJO e LOGOTHETIS, 2010), além de ter sido
descrito como gene principal na patogénese de metastases Osseas. No presente estudo,
foi observado que apenas 14% dos CaP apresentavam aumento de expressdo do
transcrito SRC. Segundo ARAUJO e LOGOTHETIS (2010), a expressdao de SRC em
linhagens de células prostaticas neoplasicas ¢ dependente do estadio da doenca e se
associa com a progressao dos tumores prostaticos dependentes a independentes de
androgenos. Como ndo foi possivel avaliar o status hormonal destes casos, ndo ¢
possivel relaciond-los com aumento de expressdo de SRC. As variaveis clinicas, que

indicariam que o aumento de expressdo pudesse estar relacionado ao pior progndstico,
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ndo confirmaram esta possibilidade, pois nenhum dos 13 casos com aumento de
expressao evoluiu para metéstase e 30% (4/13) deles apresentaram recidiva bioquimica.
Altos niveis deste transcrito em CaPs normalmente sdo detectados em células em
estagios metastaticos e osteoclastos maduros, o que confirma o envolvimento deste gene
na evolugdo da doenca para metastase 6ssea (EDWARS 2010). O mecanismo de
amplificacdo e aumento de expressdo foi primariamente descrito em tumores de mama e
ovario (ANZICK et al. 1997; LIST et al. 2001). Nos tumores de mama foi descrito o
envolvimento do oncogene SRC com a regulagdo da transcricao de ciclina D1 e que a
expressdo deste gene pode promover o crescimento do tumor (PLANAS-SILVA et al.
2001). Esse achado levou a hipdtese que SRC ¢ um importante regulador da
proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais. Altos de niveis de SRC foram
detectados em células prostaticas tumorais durante a progressdo direcionada aos
estagios de malignidade (CHUNG et al. 2007).

MAYER e KROP (2010) relataram que a ag¢ao desregulada do SRC pode ocorrer
por eventos ndo genéticos, como a manuten¢do da atividade de fosforilagdo, associacao
com ligantes de proteinas estimulatdrias e aumento de sinalizagdo nos receptores
tirosina quinases. Apesar da proteina SRC ter um importante regulador da proliferagao e
sobrevivéncia dos CaPs, os niveis de transcritos podem estar normais e sua acio ser
mediada por um dos mecanismos acima descritos.

Diferentemente do que foi observado para as demais proteinas avaliadas neste
estudo, a proteina SRC mostrou um padrdo de imunomarcagdo importante tanto nas
células epiteliais quanto no estroma de todos os tecidos prostaticos avaliados, por este
motivo foi avaliada no citoplasma das células epiteliais (intensidade) e no estroma
adjacente (intensidade e extensdo). Os CaP, HPB e TecAdj apresentaram aumento de

expressdo no componente epitelial, em relacdo a prdstata normal, o que corrobora seu
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papel oncogénico (ARAUJO e LOGOTHETIS, 2010), sendo que os tecidos ndo
neoplasicos tiveram maior expressao do que os tumores. Outro fator que pode contribuir
para essa diferenga ¢ a fungdo do SRC em ativar receptores de androgeno (AR) (DAI et
al. 2010). As neoplasias androgeno-independentes podem necessitar de menor
concentragdo de SRC do que as lesdes proliferativas dependentes de hormonio, como as
HPB. Além disso, outros receptores ndo tirosina quinases, como o ETK, podem regular
a fosforilagdo de AR, com correlagdo mais forte do que o SRC (DAI et al. 2010) .

O crescimento e a progressao dos carcinomas nao dependem exclusivamente das
células epiteliais transformadas, mas da efetiva participagdo do estroma, que sofre
alteracdes como ativagdo de fibroblastos, remodelacdo da matriz extracelular e
angiogénese, que tornam esse componente tecidual num microambiente que da suporte
4 metastase (CASEY et al. 2010). Sendo assim, a expressdo protéica de SRC foi
verificada no estroma do tecido prostatico normal e avaliada nas diferentes lesdes. A
extensdo de imunomarcacdo de SRC no estroma dos CaP foi menor em 48% deles, em
relacdo ao tecido prostatico normal, HPB e TecAdj, sendo que estes dois ultimos
tiveram resultados semelhantes a prostata normal. Em relagdo a intensidade de
marcagao estromal, 13% dos CaP, 35% das HPB e 33% dos TecAdj apresentaram maior
expressdo, o que pode ser justificado pela ativagdo de receptor de estrogeno (ER) e AR,
que por sua vez, ativa o SRC, que ird mediar a proliferacao celular (MAYER e KROP
2010), evento que pode ser observado em maior ou menor grau, dependendo da lesdo
avaliado ou seu estagio de desenvolvimento. No entanto, para confirmar esta hipotese
seria necessario avaliar a expressao destes receptores nos tecidos prostaticos (CaP, HPB
e TecAd)) e correlacioné-los com a expressao da SRC.

ZHOU et al. (2005) relataram que a maioria dos casos apresentava aumento de

expressdo protéica nuclear de SRC e ndo detectaram marcacdo desta proteina no
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estroma das células tumorais. XU et al. (2009), relataram que altos niveis protéicos de
SRC estavam expressos em células estromais e basais e a expressao era ausente nas
células epiteliais luminais. Estes dados sugerem que a expressdo desta proteina no
estroma das células tumorais pode ser tdo relevante quanto sua expressdo nas células
epiteliais. Tendo em vista o papel de SRC em ativar o receptor de androgeno (AR) ja
relatado em literatura e discutido anteriormente, o aumento da expressdo protéica de
SRC no estroma deve estar envolvido no desenvolvimento de HPBs e no inicio de
tumores bem diferenciados dependentes de andréogeno. Porém, nos tumores mais
agressivos androgeno-independentes seriam necessarios menores niveis SRC.
Corroborando esta hipotese, neste estudo detectamos que tumores com menores niveis
de SRC estromal estavam associados com recidiva bioquimica e niveis mais altos de
PSA pré-cirtirgico.

Este oncogene tem sido identificado como um candidato a terapia alvo para
pacientes com tumores s6lidos (OKAMATO et al. 2010). Moléculas inibidoras de SRC
estdo em desenvolvimento para o tratamento de uma variedade de tumores, como
prostata, mama e gliomas (SAAD e LIPTON, 2010). O mecanismo de atuagdo desta
droga esta envolvido na inibicdo dos processos de proliferagdo celular, invasdo e
metastase pelo fato desta molécula atuar como um agente citostatico durante estes
processos celulares (ARAUJO e LOGOTHETIS 2010).

Dos quatro genes ligados a SRC na analise das redes bioldgicas (DAB2, ETV6,
ATF1 e ICAM 1), trés deles parecem se comportar de forma regulada pelo gene central
SRC. Apenas o supressor ATF [ ndo revelou envolvimento com o gene central.

A proteina DAB2 ¢ responsavel pela mediagdo de antagonistas de receptores
androgénicos que medeiam o crescimento celular no CaP por interagir com a proteina

SRC. Esta interacdo causa a inativacdo de ERK e AKT que sdo proteinas criticas nos
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processo de proliferagdo e sobrevivéncia dos CaP (ZHOUL et al. 2005). Vérios relatos
em literatura evidenciam o envolvimento de DAB2 na supressdo da atividade de SRC
na proliferagdo de linhagens celulares de CaP (ZHOU et al. 2003; ZHOUL et al. 2005;
ZHOU et al. 2006). Os resultados de ZHOU et al. (2003) demonstraram que a interagao
entre DAB2 e SRC pode liderar a inibi¢ao da fosforilagao da tirosina 416 de SRC, uma
molécula chave para a modulacdo da atividade quinase em CaP tratadas com EGFR.
Esta intera¢do pode resultar na inativagdo do efetor ERK. Segundo os autores este ¢ um
mecanismo regulatdrio alternativo da atividade de SRC mediado por um potente fator
negativo, DAB2.

No presente estudo foi avaliada a intensidade de marca¢do imunoistoquimica de
DAB2 na membrana das células epiteliais dos CaP e nos tecidos ndo neoplasicos, e
verificou-se a diminui¢do de expressdao em 99% dos CaP, em mais da metade dos HPB
e em 50% dos Tec Adj. A diminui¢do da expressdo de DAB2 inibe o crescimento dos
CaP, dando evidéncias que esta proteina atua no controle de vias de sinalizacdo do
crescimento celular (ZHOU et al. 2003). Para o nosso conhecimento ndo hé relatos de
analises da expressdo protéica de DAB2 em tumores de prostata, porém a perda de
expressdo deste gene foi associada a varios tumores como mama, colon e
coriocarcinoma. BAGADI et al. (2007) relataram a diminui¢do da expressdo protéica
em 74% (67/91) dos tumores de mama enquanto todos os tecidos normais (10)
apresentavam aumento de expressdo desta proteina. Nos tumores de ovario a perda de
expressao desta proteina foi descrita como um evento precoce (MOK et al. 1994; MOK
et al. 1998). Diferentemente desses achados, o aumento da expressdo protéica foi
relatado em tumores pancredticos primarios, porém os niveis eram reduzidos nas
metastases (HUANG et al. 2001). TONG et al. (2010) relataram a diminui¢do da

expressdao de DAB2 em 72% dos tumores nasofaringeos (33/46 casos) resultante de
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hipermetilacdo da regido promotora do gene. Assim, os resultados do presente estudo
concordam com os descritos em literatura em outros tumores que relataram uma alta
freqliéncia perda da expressdo da proteina DAB2. Estes achados também parecem
evidenciar esta perda de expressdo ocorre precocemente no desenvolvimento de lesdes
prostaticas também pelo fato de ter sido detectada uma freqiiéncia elevada de perda de
expressao entre as hiperplasias prostaticas (61% dos casos).

A proteina ATF1 ¢ um membro de familia de fatores de transcri¢do b-Zip que
inclui CREB e elementos moduladores de resposta a cAMP. Estes fatores de transcri¢do
b-Zip regulam genes alvo formando homodimeros ou heterodimeros com membros da
familia assim como com outros fatores de transcricdo b-Zip como com membros da
familia JUN e FOS (para revisdo, IWASAKI et al. 2007). A ATF1 parece agir como um
ativador transcricional (ATLAS et al. 2001) ou repressor (DONG et al. 2002) de genes
envolvidos na proliferagdo celular. O ATFI também esta relacionado a translocagdes
formando produtos quiméricos em melanoma maligno de partes moles e em
histiocitoma angiomatoide fibroso, EWS/ATF1 - t(12;22)(q13;q12). A expressdo de
ATF1 ¢ aumentada em linfocitos transformados (HSUEH e LAIM 1995) e em células
metasticas de melanoma (JEAN et al. 2000). Neste estudo a andlise da intensidade de
marcagdo nuclear nos tumores e tecidos ndo neoplasicos revelou a presenca de altos
niveis de expressdo desta proteina em 92% dos tumores ¢ 100% casos de HPB e tecidos
adjacentes. A expressdao aumentada em todos os casos testados quando comparados ao
tecido prostatico normal revelam que essa alteragdo deve ocorrer no inicio do processo
de proliferacdo anormal da prostata. Para nosso conhecimento este ¢ o primeiro relato
sobre o envolvimento da proteina ATF1 em CaP. Achados semelhantes foram descritos
em outros tumores incluindo linfomas (HSUEH e LAI 1995) e metastases de melanoma

(JEAN et al. 2000).
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Eventos de delegdo em 12p12-13 onde esta mapeado ETV6, estdo relacionados
com a progressao e metastase nos CaP (KIBEL et al. 2002). Os autores relataram
mutagdo do gene ETV6 em dois de 19 pacientes com CaP, os quais estavam associados
também com a perda de heterozigose neste 16cus. Estes achados sdo compativeis com a
hipdtese classica de inativagdo génica em duas etapas para supressores tumorais. No
presente estudo, a avaliacdo da extensdo de imunomarcagdo nuclear de ETV6 revelou
que 39% dos CaP, 57% dos HPB e 100% dos Tec Adj apresentavam mais de 50% das
células marcadas. A diminui¢do da expressao protéica de ETV6 foi detectada em 61%
dos CaP (escores 1 ¢ 2) e foi estatisticamente diferente das HPB (P=0,0008) ¢ dos Tec
Adj (P=0,002) o que corrobora com o papel de supressor tumoral. Interessantemente,
apenas o ETV6 apresentou um padrdo diferente de marcacao entre CaP e HPB quando
comparado com as proteinas c-MYC, NKX3.1, SRF e SRC (marcadores de proliferagao
celular) os quais apresentaram um padrao semelhante de imunomarcacao entre as lesdes
neoplésicas e ndo neoplasicas. Embora andlises de expressdo proteica de ETV6 ainda
ndo tenham sido investigadas nos CaP, andlises de LOH demonstraram a perda desta
regido em 23% dos tumores primarios, 30% das metastases em linfonodos e 47% das
metastases a distincia (KIBEL et al. 2002). LAE et al. (2009) investigaram o evento de
translocagdo entre ETV6 ¢ NTRK3 em células secretoras de tumores mamarios por
hibridacdo fluorescente in situ (FISH), e detectaram que este evento pode influenciar
nas caracteristicas génicas e protéicas destas células diferenciando-as dos demais
tumores mamarios.

A translocagdo ETV6/NTRK3 formando o produto quimerico tem sido
relacionado a via de SRC por ativar o gene que € responsavel por codificar um receptor
de transmembrana, envolvido no crescimento, transformagdo e sobrevivéncia celular.

JIN et al. (2007), demonstraram alguns aspectos dos mecanismos moleculares da
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regulacdo da ativacdo de ETV6/NTRK3 dependente das vias RAS-ERK1/2 e PI3K-
AKT. Estas andlises permitiram concluir que ETV6/NTRK3 esta associado com SRC,
de maneira que a inibi¢do deste oncogene bloqueia completamente a atividade de
transformagdo de ETV6/NTRK3. Nao foram observadas diferencas significativas entre
a expressao de ETV6 (que mostrou expressdo moderada a alta na maioria dos CaP ¢
HPB) entre as amostras testadas. Além disso, esse evento estava presente tanto nos
carcinomas in situ quanto nos invasivos, demonstrando similaridade genética dessas
lesdes em carcinomas secretorios de mama. Em tumores renais, fibrossarcoma infantil e
leucemia mieldide aguda também ha descrigdo desta fusdo génica (SKOTHEIM et al.
2009).

A molécula de adesdo ICAMI1 estd envolvida no processo metastatico,
facilitando a progressdo das células metastaticas para os sitios secundarios (LIANG et
al. 2008). No presente estudo avaliamos a intensidade de imunomarcag¢do da membrana
desta proteina tendo sido observado que 7% dos CaP e 14% dos HPB mostraram
positividade. Em concordancia com estes achados, HAYES e SEIGEL (2009)
investigaram a imunorreatividade de ICAM1 em tecido prostatico normal, maligno e
metastatico. Os resultados dessas analises demonstraram que a marcagdo foi ausente no
tecido prostatico normal, enquanto que nos CaPs a intensidade de marcagdo apresentou-
se moderada, porém estes autores avaliaram a imunomarcag¢do nuclear. Nao foram
observadas diferencas significativas entre a expressdo positiva de ICAM1 nos CaP (13
de 191 casos) com caracteristicas de invasividade ou metastase, entretanto, o
seguimento clinico destes pacientes teve mediana de 74 meses e 10 destes casos
mostraram um risco de recorréncia de moderado a alto. Novos estudos sdo necessarios

para elucidar o papel do ICAM1 em tumores de prostata.
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Estudos de variagdes da expressdo gé€nica e alteracdes no niimero de copias de
DNA em linhagens celulares de CaP demonstraram que ICAMI estd associado com
ganho no potencial de malignidade, pois permite a adesdo da célula tumoral ao
endotélio vascular (ZHAO et al. 2005). CONRAD et al. (2009) demonstraram que
ICAM1 ¢ diferencialmente expresso durante a transi¢do de linhagens celulares
hormdnio sensiveis para hormonios refratarias em CaP, com um importante papel nas
hormonios refratarias, contribuindo com a habilidade de invasdo, e talvez sendo um
importante alvo de intervengdo terapéutica. No entanto, esses achados ndo permitem
elucidar o papel do ICAMI1 na progressdo dos CaP (CONRAD et al. 2009). J4 nos
carcinomas de células escamosas orais, o papel do ICAMI1 foi evidenciado como crucial
na sinalizagdo e migracdo celular associado a COX-2 que ¢ um mediador critico no
microambiente tumoral para a atividade metastatica (YANG et al. 2010). Tem sido
relatado o envolvimento da molécula de adesio ICAMI1 na invasdo de células
neoplasicas pulmonares (HUANG et al. 2004) e de mama (ROSETTE et al. 2005).

Esta proteina selecionada pelas andlises de redes biologicas esta relacionada a
via do gene SRC. ALLIGHAN et al. (2007) demonstraram que ICAM1 ¢ responsavel
pela ativacdo desta tirosina quinase em leucécitos e que a inibigdo endotelial deste
oncogene, por drogas terapéuticas, pode bloquear a migracdo das células tumorais,
tornando-se portanto um interessante alvo para tratamento.

A andlise comparativa dos genes e proteinas avaliadas com os achados prévios
de CGH-array realizada entre os casos com tumores de bom progndstico versus aqueles
cujos pacientes evoluiram para metastase revelou dois genes candidatos, SRC/NCOA1 e
SRF que devem ser melhor avaliados utilizando um conjunto maior de casos que
evoluiram para metéastase para confirmar seu papel como marcadores progndsticos em

carcinomas de prostata.
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CONCLUSOES

c-MYC

Niveis mais elevados dos transcritos e da proteina foram detectados nos CaPs em
relacdo as prostatas normais e aos tecidos adjacentes;

Os niveis semelhantes de expressao protéica entre HPB e CaP sugere o envolvimento
desta proteina em estagios iniciais de doengas prostaticas proliferativas;

Niveis mais altos de c-MYC foram detectados nos tumores com caracteristicas de
menor agressividade (estddio pT2, auséncia de extensdo extra-prostitica e menor
grau de Gleason) tanto na andlise génica quanto protéica sugerindo que este gene tem

papel relevante no inicio do processo de proliferacdo celular anormal

NKX3.1

Houve diminuicao da expressdo génica e protéica nos CaPs e Tec Adj em relagdo aos
niveis de expressdo dos tecidos prostaticos normais; as HPB também apresentaram
baixos niveis de expressao protéica sugerindo que este gene pode estar associado
com alteragdes prostaticas;

Nao foi observada associagdo entre os niveis de expressdo dos transcritos e das

proteinas com as caracteristicas clinicas e histopatologicas.

SRF

Niveis de expressdao dos transcritos e das proteinas mostraram-se semelhantes nos

CaPs, HPB, Tec Adj e prostatas normais.



121

e Diminuicdo da expressdo dos transcritos foi associada significativamente com
estadiamento alto e presenga de extensao extra-prostatica;

e Foi observada uma concordancia entre os achados de expressdao do transcrito ¢ da
proteina;

e A diminuicdo concomitante das proteinas SRF e NKX3.1 foi observada em casos
com caracteristicas de pior prognostico, sugerindo que estes dois genes podem

cooperar na geragao de tumores mais agressivos.

TIMP3 e NCOAL1: genes ligados ao SRF nas anélises de redes biologicas

e A diminuicdo da expressdo proteica de TIMP3 foi detectada nos tumores e nos
tecidos prostaticos ndo neoplasicos (HPB e Tec Adj) quando comparado ao padrao
de expressao na prostata normal;

e A diminui¢do de expressdo de TIMP3 associou-se significativamente com altos
escores de Gleason,;

e O aumento significativo de expressdo da proteina NCOA1/SRC-1 foi verificado em
CaP e HPB em relacao ao Tec Ad;.

e NCOAI1/SRC-1 foi identificado como um marcador progndstico independente nos
carcinomas de prostata apresentando um risco aumentado de 2,3 vezes para recidiva

bioquimica nos casos com aumento de expressao.

SRC
o Nao foi observada diferenca nos niveis de expressdo do transcrito SRC entre os
tecidos prostaticos analisados, ndo havendo associacdo significativa com as variaveis

clinicas e histopatologicas;
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e A proteina SRC mostrou imunomarcagdo citoplasmatica tanto no epitélio glandular
quanto no estroma em todos os tecidos prostaticos avaliados, incluindo as prostatas
normais.

e O aumento de expressao protéica foi detectado nas cé€lulas epiteliais do tumor, das
HPB e do TecAdj em relagdo a prostata normal, sendo que os tumores apresentaram
niveis significativamente mais baixos da proteina em comparacdo com HPB e com
TecAdj;

e O aumento de SRC foi detectado nas células epiteliais nos casos que apresentaram
extensdo extra-prostatica;

e Somente os CaP (48%) apresentaram extensdo de imunomarcagdo no componente
estromal menor que a prostata normal.

e Foi verificada associacdo significativa entre a diminuicdo da intensidade de
expressao proteica no estroma tumoral com recidiva bioquimica;

e Niveis mais baixos de SRC no componente estromal (extensdo de imunomarcagao)
foram associados com altos niveis de PSA (>10ng/ml);

e Os dados sugerem que a expressao de SRC no estroma tumoral é tdo relevante

quanto nas células epiteliais.

DAB2, ICAML1, ATF1, e ETV6: genes ligados ao SRC nas analises de redes
biologicas

e Foi detectada diminuigdo significativa de expressdo de DAB2 nos tumores, HPB e
TecAdj. sugerindo que este evento ocorre precocemente no desenvolvimento de

lesdes prostaticas;
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e O aumento de expressdao da proteina ATF1 foi detectado em todos os tecidos
testados, sugerindo que essa alteracdo deve ocorrer no inicio do processo
proliferativo das doencas prostaticas;

e Foi detectada diminuicao da expressdao proteica de ETV6 em CaP e em HPB, mas
ndo nos TecAdj, porém a diminui¢cao mais expressiva foi detectada nos tumores;

e A expressao de ICAMI foi detectada em baixa freqiiéncia nos tumores e HPB, nao
sendo observadas diferencas significativas na comparagdo com os parametros

clinicos e histopatologicos.
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ANEXO



Anexo 1 - Tabela das caracteristicas clinicas e histopatolégicas dos pacientes com carcinomas de préstata (CaP) e tecido adjacente (Tec Adj) ndo

neoplasico.
QR QR QR QR Hist. Escore Risco Inv Ext. Inv Rec. Seguimento
Caso Tecido MYC  NKX3.1 SRF SRC Idade Famil. PSA pré Gleason TNM Estadio de rec Angio extraprost. Margem vesic. PSApés Biog. (meses)
31F11 CaP 0,43 0,22 0,56 0,15 61 - 16,96 8(5+3) pT2c 1] mod + - - - 0,12 0 20,8
88F1 CaP 5,62 0,68 0,45 1,21 65 + 5,82 7(4+3) pT3a 1l mod + + - - 0,37 1 45,9
205F2a CaP 4,48 0,50 0,93 0,72 67 - 5,96 7(3+4) pT2c 1] mod - - - - 0,02 0 13,1
217F4 CaP 2,31 0,94 1,26 1,07 62 + 6,95 6(3+3) pT3a 1l mod - + - - 0 0 12,1
218F2 CaP 5,41 0,97 1,64 2,75 74 - 4,84 6(3+3) pT2c 1l baixo - - + - S.i. 0
162F1 CaP 7,96 1,46 0,81 3,01 58 + 4,00 7(3+4) pT3a 1 alto - + - 0,06 0 34,4
168F2 CaP 0,65 0,50 1,15 5,56 70 + 4,45 8(5+3) pT3a n alto - - - 0 0 33,2
170F1 CaP 4,33 0,76 0,66 2,43 70 - 4,98 8(5+3) pT2c Il mod - - - - 0,1 0 6,1
174F1 CaP 6,49 0,45 0,84 1,31 60 - 8,09 6(3+3) pT2c I baixo - - - - 0 0 22,9
182F1 CaP 5,66 0,27 0,15 0,23 65 - 5,38 6(3+3) pT2c Il baixo - - - - 0 0 48,4
184F1 CaP 2,58 0,83 0,65 2,03 64 + 7,39 8(5+3) pT3a 1l alto - + + - 1,18 1 28,5
186F1 CaP 1,33 0,38 0,23 1,08 53 - 11,36 8(3+5) pT3a n alto - + + - 0 0 29,5
188F1 CaP 5,91 0,99 0,37 1,72 65 + 7,22 7(3+4) pT2c 1l mod - - - + 0,63 1 36,7
189F1 CaP 1,89 0,63 1,66 3,65 70 6,87 7(3+4) pT3a n mod - + + 0,01 0 24,1
190F2 CaP 3,89 2,14 0,64 1,19 71 - 3,10 7(4+3) pT2c 1l mod + - - 0,08 0 19,7
195F1 CaP 8,65 0,56 1,88 1,74 59 - 21,40 7(3+4) pT2c I} mod - + - 0,03 0 30,4
198F1 CaP 3,88 0,70 0,17 0,34 49 + 4,10 7(3+4) pT2c 1l mod - - - - 0 0 32,6
199F1 CaP 3,66 0,45 0,70 1,16 65 7,30 6(3+3) pT2c Il mod - - - - 0 0 9,6
200F1 CaP 3,48 0,54 0,31 0,78 60 - 11,50 7(3+4) pT3b 1l mod - + + - 0 1 31,3
201F1 CaP 2,22 0,42 0,42 0,71 64 - 37,95 7(4+3) pT3b 1l alto + + + + 0,14 0 21,6
202F1 CaP 2,71 nd 0,61 0,76 71 - 13,75 7(3+4) pT2c 1l mod - - + 0 0 6,7
203F1 CaP 2,88 0,42 0,34 1,00 69 + 11,00 8(3+5) pT3a n alto + + - - 0,02 0 33,2
207F4 CaP 3,31 0,51 1,09 3,09 56 - 8,50 7(3+4) pT2c 1] mod - - - 0,33 1 21,1
209F2 CaP 1,22 2,09 0,30 1,00 53 - 4,50 6(3+3) pT3a n mod - + + - 0,02 0 13,8
213F1 CaP 1,99 0,29 0,45 0,70 65 - 7,00 6(3+3) pT3a 1l mod - + - - 0 0 11,4
217F1 CaP 1,34 1,62 0,39 0,83 51 + 6,95 6(3+3) pT3a 1l mod - + - - 0 0 12,1
220F1 CaP 8,00 1,57 0,61 1,30 48 - 4,31 7(4+3) pT2a 1l baixo - - - - 0 0 28,3
222F1 CaP 11,29 2,48 0,35 2,43 57 - 29,24 9(4+5) pT4 \Y% alto + + + - 0,18 1 10,8
223F1 CaP 2,02 2,21 0,60 1,42 50 + 4,08 7(3+4) pT2c 1l mod - - - - 0 0 26,9
224F1 CaP 3,71 1,10 1,00 2,05 58 S.i. 1,06 7(3+4) pT2c I} mod - - - - 0 0 55
225F2 CaP 6,41 0,86 0,69 1,78 65 s.i. 4,27 6(3+3) pT2c Il mod - - - - 0 0 5,2
226F1 CaP 14,93 0,26 1,52 1,12 50 S.i. 2,06 6(3+3) pT2c Il mod - - - - 0 0
227F1 CaP 11,02 0,39 1,47 1,66 64 S.i. 6,70 7(3+4) pT3a 1l mod - + - - 0,2 0 22,9
228F1 CaP 2,97 1,12 0,98 1,50 53 - 6,57 7(4+3) pT2c 1l mod + + - 0,11 1 21,7
281 CaP 13,23 0,16 0,64 3,40 71 - 17,00 6(3+3) pT2b 1l mod - - - - 0,05 1 84,4
936 CaP 1,79 0,91 0,99 1,24 53 + 1,80 6(3+3) pT2b I baixo + - - - 0,02 0 74,4
952 CaP 3,38 0,34 0,43 0,60 57 + 8,20 5(2+3) pT2b 1l baixo - - - S.i. 1 94,3
948 CaP 3,03 0,84 0,35 0,84 67 + 8,70 5(3+2) pT2b Il baixo - - - - 0,02 0 59,0
959 CaP 4,57 0,49 0,93 1,12 67 - 14,80 7(3+4) pT3a 1l mod - - + - 0,01 0 83,6
961 CaP 4,81 0,18 1,11 1,09 60 - 6,00 7 (3+4) pT3b 1l mod - - + - 0,03 1 88,5




933 CaP 2,48 0,26 0,13 0,51 43 9,90 9(5+4) pT4 v alto - - 0,7 1 23,1
954 CaP 0,95 0,48 1,45 1,97 68 3,90 5(3+2) pT2b ] mod - - 0,01 0 80,1
946 CaP 4,86 0,19 0,40 0,78 66 11,70 5(3+2) pT3a 1 mod - - s.i. 0 78,3
940 CaP 5,45 0,45 0,37 0,78 61 6,23 7(3+4) pT3a 1] mod - + 0,02 0 81,1
15T CaP 1,20 0,79 0,33 0,15 56 21,90 7(3+4) pT3b 1 alto + + 0,08 1 53,1
24T CaP 4,80 0,50 3,09 1,97 72 7,32 7(4+3) pT3a 1] mod + - 0,002 0 61,1
25T CaP 6,83 1,23 2,34 0,90 64 25,90 7(3+4) pT2b I mod - - 0,002 1 57,5
37T CaP 7,09 2,13 3,15 1,29 58 8,60 7(3+4) pT2b 1l mod + - 0,05 0 66,1
38T CaP 10,23 1,69 1,79 2,69 61 17,80 7(3+4) pT2b Il mod - + 0,94 1 52,7
39T CaP 4,89 1,08 2,14 1,30 54 7,30 7(3+4) pT2a 1l baixo - - 0,05 0 8,2
43T CaP 11,79 0,76 2,89 1,31 60 4,22 7(3+4) pT3a 1 alto - + 0,05 0 19,1
44T CaP 5,46 1,09 0,05 1,63 64 7,50 7 (3+4) pT3a 1] mod - - 0,05 0 56,8
51T CaP 5,21 1,20 0,02 1,07 55 22,10 7(4+3) pT3a 1 alto + - 0,003 0 28,6
52T CaP 2,07 0,99 0,15 1,20 72 6,80 7(3+4) pT3a 1] mod + - 0,05 0 54,8
53T CaP 2,77 1,13 0,92 0,55 60 5,20 7(3+4) pT3a 1 mod - - 0,05 1 38,6
5T CaP 2,32 0,35 0,68 0,68 79 8,63 7(4+3) pT2b 11 mod - - 0,1 0 37,1
63T CaP 2,90 0,77 1,13 0,81 73 21,87 7(3+4) pT3b 1 alto - + 0,12 1 43,4
23T CaP 6,89 0,36 1,53 1,55 57 4,60 7(3+4) pT2a 1l baixo - - 0,03 0 47,9
27T CaP 8,68 0,33 1,74 1,35 58 2,40 7(3+4) pT2b I mod + - 0 1 65,1
36T CaP 7,30 0,95 0,79 0,90 62 5,74 7(3+4) pT3a 1] mod - + 0,05 0 48,9
54T CaP 5,33 0,81 1,98 1,11 61 5,70 7(3+4) pT3a I mod - + 0,03 1 57,5
71T CaP 4,78 0,88 1,69 0,43 74 5,25 7(3+4) pT3a 1] mod - + 0,003 0 27,6
B12T CaP 3,48 0,87 1,83 0,97 67 9,50 6(3+3) pT2b I baixo - + 0,03 0 59,3
B2T CaP 6,92 0,98 1,20 1,36 64 7,89 6(3+3) pT2b 1l baixo - - 0,03 0 68,0
B3T CaP 6,23 1,22 1,61 1,26 56 8,30 6(3+3) pT2a I baixo - - 0,03 1 69,3
B8T CaP 4,48 0,41 1,95 0,75 61 9,20 8(3+5) pT2b 1] baixo - - 0,03 0 68,7
B16T CaP 14,84 1,64 1,15 1,44 61 4,20 6(3+3) pT3a 1 mod + - 0,01 1 72,5
B17T CaP 5,70 0,42 0,84 2,08 64 5,70 6(3+3) pT2b I baixo - - 0,04 0 40,8
B43T CaP 11,16 1,14 1,61 0,41 64 5,30 7(3+4) pT3a 1 mod - + 0,05 0 40,2
GLO5 - 1T CaP 5,39 0,57 0,01 0,35 70 4,70 5(3+2) pT2b 1l baixo - - 0,06 0 61,2
GLO5 - 2T CaP 5,20 1,58 0,88 0,85 63 37,70 5(2+3) pT2b Il mod - - 0,034 0 36,4
GLO6 - 2T CaP 21,06 1,29 1,60 1,39 72 10,20 6(3+3) pT2b 1l mod - - 0,002 0 44,0
GLO8 - 2T CaP 4,43 0,40 0,36 0,28 63 69,00 8(4+4) pT3a 1 alto - + 9,3 1 40,0
B36 T CaP 8,34 0,24 2,47 1,09 58 16,40 6(3+3) pT3a 1] alto - - 0 1 50,2
B27 T CaP 6,49 0,46 0,51 0,86 70 24,60 6(3+3) pT3a 1 alto - + 0,02 0 71,1
B29 T CaP 8,66 0,61 1,07 0,81 67 6,17 6(3+3) pT2b 1l baixo - - 0,04 0 79,1
B38 T CaP 11,12 0,54 3,27 1,15 66 6,57 6(3+3) pT2b Il baixo - - 0,01 0 25,9
B48 T CaP 5,59 0,36 1,87 0,84 57 6,98 6(3+3) pT2b 1l baixo - - 0,05 0 19,4
B51T CaP 6,88 0,43 0,79 0,57 58 15,00 6(3+3) pT2b I mod - - 0,01 0 18,3
B32T CaP 7,13 1,51 1,62 63 8,06 7(4+3) pT2b 1l mod - - 0,02 0 62,1
B37T CaP 12,48 2,44 1,29 50 8,15 7(3+4) pT2b I mod - - 0,07 1 68,2
B50 T CaP 1,94 0,51 0,59 0,74 56 3,30 6(3+3) pT2b 1l baixo - - 0,005 0 45,9
B52 T CaP 12,63 1,92 3,33 3,48 60 6,80 6(3+3) pT2b Il baixo - - 0,05 0 8,6
B74 T CaP 1,89 0,15 0,66 0,74 78 9,26 9(4+5) pT3b 1l alto - - 0,01 0 2,3
B77T CaP 3,16 0,48 1,21 1,23 71 4,70 7(3+4) pT3a 1 mod - + 0,0012 0 33,3
B57 T CaP 6,65 0,61 0,93 1,93 63 3,80 6(3+3) pT3a L] mod + + 0,02 0 39,3
B60 T CaP 4,14 0,78 1,51 1,30 46 5,35 6(3+3) pT2b 1] baixo - - 0,03 0 37,5




B63 T CaP 3,56 1,50 2,22 2,19 70 + 6,07 6(3+3) pT2b Il baixo - 0,002 0 32,7
B65T CaP 8,26 0,99 0,93 1,14 57 - 8,63 9(4+5) pT2b I mod - 0,03 0 43,7
B66 T CaP 5,42 0,53 2,09 1,03 62 - 2,99 8(5+3) pT3a 1 alto + 0,01 0 6,3
B68 T CaP 3,74 0,28 1,22 1,53 57 - 5,62 6(3+3) pT3a 1] mod + 0,033 0 43,3
B69 T CaP 11,31 0,52 1,50 1,18 50 + 23,80 9(5+4) pT3b I alto - 0,39 1 41,2
B70T CaP 7,65 1,48 1,57 1,00 62 + 8,12 7(3+4) pT2b I mod - 0,01 0 15,0
B76 T CaP 13,91 0,89 1,12 2,58 66 - 4,48 6(3+3) pT2b Il baixo - 0,009 0 8,5
B125T CaP 6,90 0,32 0,96 1,32 53 - 11,01 6(3+3) pT2b ] mod - 0,05 0 45,9
070F1 Tec. adj. 9,49 0,43 1,60 0,86 71 - 9,94 7(4+3) pT2c Il mod - 0,03 0 19,7
173F1b Tec. adj. 2,33 0,25 1,14 0,68 71 + 17,68 7(3+4) pT3b 1] alto + 0,01 0 14,3
179F1 Tec. adj. 2,39 0,39 0,95 0,94 64 - 5,63 7(3+4) pT3a I mod + 0 0 21,3
193F2 Tec. adj. 0,89 1,58 0,68 1,69 69 - 19,36 7(3+4) pT2c 1l mod + 0,1 0 22,6
196F1 Tec. adj. 1,45 0,08 1,18 1,30 64 - 7,00 9(4+5) pT3b 1l alto - s.i. S.i.
204F1 Tec. adj. 2,18 0,49 1,39 1,52 64 - 6,97 6(3+3) pT2c 1l baixo - 0 0 31
210F1 Tec. Adj. 0,69 1,04 0,63 0,86 68 - 11,08 6(3+3) pT2b Il mod - 0 0 12,6
215F1 Tec. Adj. 2,34 0,28 1,07 0,65 52 - 3,97 6(3+3) pT2a 1l baixo - 0,03 0 12,8
88F2 Tec. adj. 4,57 0,69 0,96 1,26 65 + 5,82 7(4+3) pT3a I} mod - 0,23 1 45,9




