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RESUMO

SOUZA, BF. INVESTIGACAO DOS mRNAs DE FUSAO DO GENE
TMPRSS2/ERG EM PACIENTES COM CANCER DE PROSTATA. 2013.
Dissertacdo (Mestrado em Geneética), Ribeirdo Preto-SP: Departamento de Genética do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto/Universidade de Sao Paulo.

O interesse cientifico em rearranjos génicos relacionados com a etiogénese e progressdo
do céancer relaciona-se, principalmente, a descoberta da fusdo BCR/ABL na Leucemia
Mieloide Croénica, sendo que desde entdo, houve uma evolugcdo no manejo dessa
doenca, instigando uma série de estudos correlatos em outras neoplasias. Essas
pesquisas culminaram no encontro do primeiro rearranjo génico em tumores sélidos, o
gene de fusdo TMPRSS2/ERG, envolvendo a regido promotora do gene da serina
protease, 0 TMPRSS2, e o gene da familia de fatores de transcricdo ETS, o ERG. Ele ¢é
especifico de adenocarcinoma da prostata, o que o torna forte candidato a biomarcador e
ja demonstra exercer papel de destaque no manejo clinico do cancer de prostata (CaP),
tal qual o exercido pela fusdo BCR/ABL. Sua frequéncia tém se mostrado associada a
diversos fatores, sobretudo a etnia de origem. Individuos portadores de CaP oriundos de
diversos paises ja foram estudados quanto a frequéncia dessa fusdo e o resultado €
bastante diversificado. No Brasil, entretanto, ainda ndo ha dados a respeito desse
rearranjo, e este trabalho visa contribuir para a identificacdo da frequéncia da mesma e
sua contribuicdo para o diagnostico e o tratamento do CaP no pais. Para tal, utilizamos
MRNA de 20 individuos com CaP provenientes do servico de atendimento do
HCFMRP/USP, e por meio da técnica de RT-PCR, obtivemos o cDNA dos mesmos que
foram investigados quanto a presenca da fusdo TMPRSS2/ERG, e as amostras positivas
sequenciadas para determinacédo do tipo de isoforma envolvida. Identificamos que 35%
das amostras continham o rearranjo e que todas correspondiam a isoforma do tipo Ill,
cuja literatura a relaciona com um fen6tipo agressivo do CaP, porém ndo metastico, e €
tambeém a mais comumente identificada. Ao confrontarmos essa evidéncia com os dados
clinicos e histopatoldgicos, constatamos que havia correlacdo entre eles, sugerindo
assim, como em outros trabalhos, o potencial desse rearranjo como marcador de
agressividade do CaP. No entanto, ndo verificamos relacdo entre a presenca da fusao e
dados de progressdo da doenca. Em vista desses resultados, destacamos a necessidade
da promocao de outros trabalhos de mesmao carater, abrangendo outras regides, a fim de
se delinear um perfil mais representativo desse rearranjo no Brasil, uma vez que seu
potencial como biomarcador diagnéstico e clinico é enorme e pode influenciar
sobremaneira no manejo do CaP.

Palavras-chave: TMPRSS2/ERG, rearranjos génicos, cancer de prostata, gene de fusdo,
MRNAs de fuséo.
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ABSTRACT

SOUZA, BF. INVESTIGATION OF mRNAs OF THE FUSION GENE
TMPRSS2/ERG IN PATIENTS WITH PROSTATE CANCER IN BRAZIL. 2013.
Dissertation (Masters in Genetics) Ribeirdo Preto-SP, Departamento de Genética do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto/Universidade de Séo Paulo.

Scientific interest in gene rearrangements associated with cancer progression and
etiogenesis relates mainly to the discovery of BCR/ABL fusion in chronic myelogenous
leukemia, and since then there has been an evolution in the management of this disease,
prompting a series of related studies in other malignancies. These researches resulted in
the meeting of the first gene rearrangement in solid tumors, the fusion gene
TMPRSS2/ERG involving the promoter region of the gene of serine protease,
TMPRSS2, and the gene family of transcription factors ETS, the ERG. It is specific for
adenocarcinoma of the prostate, which makes it a strong candidate biomarker and shows
already exert a prominent role in the clinical management of prostate cancer (PCa), as is
exercised by the BCR/ABL. Its frequency has been shown to be associated with several
factors, especially the ethnic origin. Individuals with CaP from different countries have
been studied in the frequency of this merger and the result is quite diverse. In Brazil,
however, there is no data about this rearrangement, and this paper aims to contribute to
the identification of the same frequency and its contribution to the diagnosis and
treatment of PCa in the country. Therefore, we used mRNA from 20 individuals with
CaP from the answering service HCFMRP/USP, and by RT-PCR, cDNA obtained from
the same people who were investigated for the presence of fusion TMPRSS2/ERG, and
positive samples sequenced to determine the type of isoform involved. We found that
35% of the samples contained the rearrangement and that all corresponded to the type
Il isoform, whose literature relates to an aggressive phenotype of PCa, but not
metastatic, and is also the most commonly identified. When we compared this evidence
with clinical and histopathological data, we found that there was a correlation between
them, suggesting, as in other studies, the potential of this rearrangement as a agressivity
marker of PCa. However, no significant association between the presence of data fusion
and disease progression. In view of these results, we highlight the need to promote other
works of the same character, covering other regions, in order to delineate a more
representative profile of this rearrangement in Brazil, since its potential as a biomarker
and clinical diagnosis is huge and can influence greatly in the management of PCa.

Keywords: TMPRSS2/ERG, gene rearrangements, prostate cancer, fusion gene, fusion
MRNA:S.
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1.

INTRODUCAO

1.1 PROSTATA

1.1.1 Anatomia da Proéstata

A prostata esta relacionada inferiormente com a bexiga, posteriormente com a

uretra e o reto, lateralmente com as fibras anteriores do musculo levantador do anus e

envolve parte da uretra (Figura 1). Em homens adultos, a prostata normal possui cerca

de trés centimetros de comprimento, quatro centimetros de largura e dois centimetros de

profundidade, é a maior glandula acesséria do sistema reprodutivo masculino. Pesa

cerca de vinte gramas, podendo ser sentida através do toque retal. A parte glandular

corresponde a aproximadamente dois tercos da préstata, o outro terco € fibromuscular
(AMULLER G., 1979 e MOORE K.L. & DALLEY AF, 2011). A capsula fibrosa da

préstata é densa e neurovascular, incorporando os plexos prostaticos de veias e nervos.

Ela é ainda envolvida pela lamina visceral da fascia da pelve, formando a bainha
prostatica (MOORE K.L. & DALLEY A.F., 2011).

Figura 1 — Corte sagital da pelve masculina, evidenciando a prostata.
Adaptada de NETTER F.H., 2000.

Préstata Gstio do ureter. Trigono da bexiga uriniria

Vesicula seminal

Utriculo
prostitico

\!
14
Coliculo seminal

(verumontanum)———__ = : ,»’ " y . Reto e fascia
5 TR 2 retal

Gstio do ducto
ejaculatdrio

~ Fascia
retovesical
(de Denovillier)

Gstio do ducto bulbouretral Glandula bulbouretral
(de Cowper)
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A prostata pode ser dividida em lobos, embora eles ndo sejam claramente
distintos do ponto de vista anatdmico:

e Lobo infero-posterior (posterior): posterior a uretra e inferiormente aos
ductos ejaculatorios.

e Lobos direito e esquerdo (laterais): de cada lado da uretra, formam a
parte principal da prostata.

e Lobo médio (mediano): esta entre a uretra e os ductos ejaculatérios, e

esta relacionado com o colo da bexiga.

H&, ainda, o istmo da préstata que é fibromuscular e anterior a uretra, que
contém pouco ou nenhum tecido glandular (McNEAL J.E., 1981). Ha urologistas e
ultra-sonografistas que dividem a prostata em zonas (Figura 2): periférica (ZP), central
(ZC) e de transicdo (ZT), que correspondem a respectivamente 75%, 20% e 5% de toda
a prostata. A zona central € compardvel ao lobo médio (McNEAL J.E., 1981;De
MARZO et al., 2003 e JOSHUA A.M. et al., 2008).

Figura 2-Zonas da prostata. Adaptado de CRAWFORD E.D., 20009.

(\ Zona de transicao

w Zona central

Estroma
fibromuscular
anterior

1.1.2 Fisiologia da proéstata

A prostata € um orgao do sistema reprodutor masculino cuja principal funcéo ¢
armazenar e secretar um fluido alcalino (pH: 7,29) de coloracdo clara, que constitui de
10 a 30% do volume do fluido seminal, que ird constituir juntamente com o0s
espermatozoides, o sémen. Esse fluido contém elementos essenciais para o

funcionamento do espermatozoide, como a fosfatase acida, o &cido citrico e o0 zinco,
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além de enzimas proteoliticas e antigeno prostatico especifico (PSA). Ele também
contém grandes quantidades de poliaminas que regulam o pH do esperma e preservam
um ambiente ligeiramente alcalino, o que o permite neutralizar a acidez do trato vaginal,
prolongando o tempo de vida dos espermatozoides (STEIVE H., 1930 & AMULLER
G., 1979 e DEVENS B.H. et al., 2000).

Na prostata, a testosterona é convertida para di-hidrotestosterona (DHT) nas
células estromais, e nas basais prostaticas pela 5Sa-redutase (5AR).O DHT é o principal
androgeno da prostata e desempenha um papel essencial no seu crescimento e
desenvolvimento (ZHU Y.S. & SUN G.H., 2005). O DHT tem 10 vezes mais afinidade
para o receptor de androgeno (AR) do que a testosterona (WILBERT D.M. et al., 1983),
sendo que a administracdo de DHT pode aumentar o volume da préstata (IMPERATO-
McGINLEY J. & ZHU Y.S., 2002).

O epitélio prostatico contém trés distintas populacbes de células epiteliais:
células secretoras luminais, basais e células neuroendocrinas (NE) (Figura 3). As
celulas luminais expressam o PSA, uma fosfatase &cida prostética (PAP), o AR, uma
citoqueratinas (CK) 8 e 18. As células basais estdo localizadas logo abaixo da camada
luminal e expressam CK5 e CK14 e demonstraram ser 0 nicho das células-tronco da
préstata, porém, essas células expressam baixos niveis de AR e nenhum PSA ou PAP
(ABATE-SHEN C. & SHEN M.M, 2000 e LAWSON D.A. & WITTE O.N., 2007). As
células NE sdo quiescentes e expressam marcadores especificos como a cromogramina
A e ndo expressam AR ou PSA (PALAPATTU G.S. et al., 2009).

Figura 3- Histologia da glandula prostatica. Adaptado de TOMULEASA C. et al.,
2010

—» CL (CL) - Célula luminal
(CT) - Células tronco
. (CAT)- Células de amplificagdo de
CT _— CAT transigdo

/
N00NE R0 o
— CB
(MB) - Membrana basal

(CM) - Células mesenquimais

1.2 CANCER DE PROSTATA
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1.2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE PROSTATA (CaP)

O Cancer de Prostata (CaP) é um dos tumores solidos mais graves e de maior
incidéncia no sexo masculino. Segundo dados disponiveis até 0 momento, o CaP é
considerado a segunda maior causa de mortes por cancer em todo mundo, sendo que
cerca de 915 mil novos casos foram identificados no ano de 2008 (JEMAL A. et al.,
2008). Aproximadamente um quarto desses casos foi verificado em paises
desenvolvidos, atribuindo-se as praticas de rastreamento pelo teste Antigeno Prostatico
Especifico (PSA). A taxa de incidéncia mundial cresceu cerca de 25 vezes, sendo as
mais altas observadas na Austrdlia, Nova Zelandia, Europa Ocidental e América do
Norte, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2012).

No Brasil o CaP é a quarta causa de morte por neoplasias, correspondendo a 6%
do total de Obitos por este grupo nosolégico (INCA, 2002). Para o ano de 2012,
estimam-se 60.180 novos casos de CaP tenham surgido no pais. Nas regides Sudeste
(78/100 mil) e Nordeste (43/100 mil) do pais o CaP é o mais incidente entre 0s homens.
Sem considerar os tumores da pele ndo melanoma, € o mais frequente nas regides
Centro-Oeste (75/100 mil), Sul (68/100 mil) e Norte (30/100 mil). Portanto, entre os
homens ele sera o segundo mais incidente em 2012, correspondendo a 30,8% de todos
0s tipos de cancer que podem vir a acometer 0 sexo masculino no pais. A explicacdo
para esse aumento das taxas de incidéncia ao longo dos anos € atribuida ao aumento da
expectativa de vida, a melhoria e evolucdo tanto dos métodos diagndsticos, quanto dos
sistemas de informacéo do pais (INCA, 2012).

Uma das caracteristicas mais marcantes do cancer de prostata é a sua
prevaléncia. Estudos de autopsias indicam que em média um em cada trés homens com
idade superior a 50 anos apresentam evidéncias histologicas de alteragdes neoplasicas
na prostata. Entretanto, a grande maioria desses casos é latente, sem progresso clinico
importante (YATANI R. et al., 1982 e IMAIDA K., et al. 1997).

O indice de mortalidade dessa neoplasia é ascendente, porém de magnitude
menor do que o indice verificado para a sua incidéncia. Isso se deve, principalmente,
porque o CaP é considerado um cancer de bom progndstico se diagnosticado e tratado
oportunamente. Os programas de controle da doenca também contribuem para a redugéo

da mortalidade, porém em menor escala, pois, 0s métodos de rastreamentos atuais,
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como o PSA, ndo mostraram, até o momento, sucesso completo na redugdo da
mortalidade (INCA, 2012).

1.2.2 ETIOGENESE E EVOLUCAO DO CaP

A inflamacéo é uma ocorréncia comum na prostata e vem sendo apontada como
0 primeiro evento etiologico do cancer de préstata (CaP). A origem desses infiltrados
inflamatorios pode estar vinculada a exposicdo a agentes infecciosos ou quimicos e é
clinicamente denominada de prostatite (ELKAHWAJ J.E. et al., 2006). Posterior a
inflamacdo, ha uma atrofia desses infiltrados e as células epiteliais aumentam a
expressao do marcador de proliferacdo Ki-67 (ZIPORI D. et al.,, 2004). Essa
proliferacdo aumenta o tamanho da prostata, 0 que pode comprimir a uretra dificultando
a passagem da urina, quadro denominado de hiperplasia prostatica. Além disso, as
células inflamatorias e mediadores podem desestabilizar o genoma das células,
danificando o DNA ou afetando os checkpoints e os sistemas de reparo (COLLOTA F.
et al., 2009). A instabilidade genética implantada, condicionada a aceleradas divisdes
somaticas, resultam em uma populacdo genomicamente heterogénea, quanto a sua
capacidade proliferativa, metastatica e de evasdo do sistema imune, caracterizando o
CaP (TOMULEASA C. et al., 2010).

Quase todos os casos de CaP séo adenocarcinomas (MILLER G.J. & TORKKO
K.C., 2001). Cerca de 4% dos CaP exibem morfologia celular transicional e
provavelmente se desenvolveram de uma linhagem urogenital da uretra prostatica e,
poucos casos possuem origem neuroenddcrina (THEODORESCU D., 2001). A maioria
dos CaPs, cerca de 70%, iniciam na zona periférica, o restante, cerca de 10-15%, na
zona de transicdo e 15-20% na zona central (McNEAL J.E., 1981; SHAIKHIBRAHIM,
Z. et al., 2012). Entretanto, em sua evolugdo a maioria dos casos é multifocal (multiplos
clones malignos independentes estdo presentes na mesma glandula), e tipicamente
apresentam diferentes estadios. Isso confere ao tumor uma caracteristica heterogénea, o
que dificulta a caracterizagcdo do carcinoma na biopsia, uma vez que esta representa
apenas uma porc¢ao infima de toda a prdstata. Uma andlise mais fidedigna pode ser feita
apos a remocgao completa da prostata (MILLER G.J. &TORKKO K.C., 2001).

Estudos apontam a hipotese de que a camada luminal da glandula prostéatica é o

sitio de origem das células-tronco tumorais (CSCs- cancer stem cells) do CaP
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(ENGLISH H.F. et al., 1987 e LAWSON D.A. & WITTE O.N., 2007), o que tém sido
sustentado por outros estudos que demonstraram que essas células expressam muitas
moléculas reguladoras do mecanismo de auto renovacao e sobrevivéncia das CSCs, tais
como p63, hTERT e Bcl-2, além de marcadores de CSCs do CaP, como CD44, CD49f,
CD117, CD133, terc e p63 (LIU A.Y.et al., 1997 e TANG D.G. et al., 2007). Outra
evidéncia é o encontro da expressdo dos transcritos do gene de fusdo TMPRSS2-ERG
em células CD44 presentes na camada luminal (MAITLAND N.J. et al., 2011). Porém,
a origem das CSCs do CaP e o tipo de célula de origem ainda é controverso, visto a
grande heterogeneidade dessa neoplasia. E plausivel que diferentes CaPs sdo derivados
de diferentes tipos de células de origem (YU C. et al., 2012).

O adenocarcinoma da prostata geralmente evolui através de uma série de fases
definidas: a partir de uma neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN), progride para o CaP
localizado, posteriormente torna-se invasivo e, eventualmente, culmina em céancer
metastatico. As células tumorais sdo geralmente AR+ e PSA+ e, inicialmente,
respondem a deplecdo androgénica. Depois de uma remissao, de até varios anos, o CaP
pode vir a se tornar resistente a terapia e, eventualmente, progride apesar dos baixos
niveis de andrdgenos e sob efeito de quimioradioterapia (SKARIN A.T., 2010).

Outra consideracdo importante sobre a génese dessa neoplasia é a influéncia do
microambiente do tecido prostatico sobre o comportamento das células tumorais e sua
capacidade metastatica. No céncer, as interacfes célula-célula e célula-matriz estdo
sobrepostas a outras caracteristicas da fisiopatologia do microambiente tumoral, como o
pH, hipdxia e privacdo de nutrientes. Alteracdes nestes parametros influenciam o
potencial neurogénico e prd-angiogénico das CSCs (HILL R.P. et al., 2009). Muitos
genes sdo transcricionalmente regulados por hipdxia e pelo fator de inducéo a hipdxia 1
(HIF-1- hypoxiainduciblefator 1) (DAS B. et al., 2008). Como o CaP € heterogéneo, ha
diferentes microambientes, e por conseguinte, diversas manifestacfes dessa neoplasia

na préstata de um mesmo individuo.

1.2.3 FATORES DE RISCO

O Unico fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento do cancer de
préstata é a idade, ja que tanto a incidéncia quanto a mortalidade aumentam

exponencialmente ap6s os 50 anos de idade (INCA, 2002). Aproximadamente 62% dos
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casos dos CaPs diagnosticados no mundo acometem homens com 65 anos ou mais.
Com o crescimento da expectativa de vida mundial, é esperado que o nimero de casos
novos aumente cerca de 60% até o ano de 2015 (INCA, 2012).

A origem étnica também vem sendo estudada como fator de predisposi¢cdo. Um
estudo entre norte americanos compreendidos em diversas etnias, verificou que o CaP
foi, aproximadamente, 1,6 vezes mais comum em homens negros do que em homens
brancos, e negros apresentaram o dobro do risco de morte por CaP em relacdo a homens
de etnia branca (JONES R.A. e WENZEL J., 2005; RIES L. et al., 2008). Em relacgéo as
demais etnias, verificou-se menor incidéncia de CaP em asiaticos, seguidos de
hispanicos e brancos (Figura 4). Os americanos, jamaicanos e caribenhos com
descendéncia africana apresentaram as mais altas taxas de incidéncia desse cancer no
mundo, 0 que pode ser atribuido, em parte, a suscetibilidade genética (cerca de 5% a
10%) (RIES L. et al., 2008).

Figura 4- Ajuste da incidéncia do cancer de prdstata por idade, entre diferentes
racas/etnias de populacBes masculinas nos Estados Unidos (2001-2005). Dados de RIES
L. et al., 2008 e figura adaptada de CRAWFORD E.D., 2009.
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O que se pode dizer é que o CaP é mais prevalente entre europeus e afro-
americanos, e raro em asiaticos e africanos. Corroboram para tal inferéncia, estudos
recentes que definiram que ha associacdo entre dois alelos no cromossomo 8924 em
relacdo ao aumento na incidéncia de CaP, tanto em europeus da porcdo norte do
continente Europeu, quanto em afro-americanos (AMUNDADOTTIR L.T. et al., 2006;
FREEDMAN M.L. et al., 2006; SUURINIEMI M. et al., 2007). Entretanto, é baixa a
frequéncia desses alelos em africanos nativos e em outros grupos étnicos, sugerindo
transmisséo pela miscigenacdo entre europeus e afro-americanos. Outros alelos também

foram associados com a alta incidéncia, dessa forma o CaP demonstra ser,
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geneticamente, uma doencga poligénica, cujos alelos exercem baixa penetrancia (XU J.
et al., 2005 e CHANG B.L. et al., 2006).

Entretanto, essas disparidades de prevaléncia entre as etnias do CaP também
podem ser atribuiveis a diferencas ambientais (estilo de vida), estado fisiologico (niveis
do hormdnio esteroide sexual), bem como a estratégia de detec¢do (BOSTWICK D.G et
al. 2004; PLATZ E.A. e GIOVANNUCCI E., 2004; HAQQ C. et al., 2005). Dessa
forma, embora sua ocorréncia aparentemente aleatéria em uma populacdo possa dever-
se a baixa penetrancia, ela pode, alternativamente, também ser explicada por

mecanismos epigenéticos e pela interacdo gene-ambiente.

Outra consideracdo € que a alta incidéncia de CaP em paises desenvolvidos pode
ser reflexo do seu bem estabelecido sistema de triagem e registro desse cancer, enquanto
que as baixas estimativas em paises em desenvolvimento possa ser atribuido ao precario
sistema de registro ai estabelecido (LANGEBERG W.J. et al., 2007 e GUNDERSON K.
et al., 2011). Sendo assim, visto essas consideracdes, deve-se ponderar quanto a um

possivel viés de associacao entre incidéncia e etnia para o CaP.

Dietas baseadas em gordura animal, carne vermelha, embutidos e calcio, tém
sido associadas ao aumento no risco de desenvolver CaP. Além disso, também contribui
como fator de risco a obesidade, em especial para aquelas neoplasias de comportamento
mais agressivo. Em contrapartida, dietas ricas em vegetais, vitaminas D e E, licopeno e
Omega-3 sdo considerados como protetoras (MILLER E.C. et al., 2002;
VENKATESWARAN V. et al., 2002; GIOVANNUCCI E., 2005; KOBAYASHI N. et
al., 2005; FLESHNER N.E, 2009). Todas essas observacGes levam a crer que certos
componentes da dieta asiatica (rica em fito-estrogenos) e de areas do mediterraneo (rica
em antioxidantes- tomates, vegetais, vinho tinto, etc.) inibam o desenvolvimento do CaP
que € tdo prevalente em paises ocidentais. Outros fatores cujas associacdes com CaP
foram detectadas em alguns estudos incluem o “fator de crescimento analogo a insulina”
(insulin-like growth factor), consumo excessivo de alcool, tabagismo e a vasectomia
(INCA, 2002).

E possivel estabelecer uma relagio entre diferentes fatores genéticos e a
probabilidade de desenvolvimento do CaP (Tabela 1). Quanto a origem o CaP pode ser
dividido em: hereditario, familial e esporadico. Mais de 85% de todos os CaPs séo

esporadicos e apenas 10-15% sdo determinados geneticamente(BRATT O., 2002).0
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aparecimento de um alelo de alto risco de disposi¢do para CaP é mais frequente em
homens diagnosticados em idade mais jovem (43% dos homens com menos de 55 anos,
34% dos homens com menos de 70 anos e 9% de homens mais jovens do que 85 anos
de idade). Cénceres esporadicos de prostata ocorrem mais em homens com historico
familiar negativo para a doenca. J& o CaP familial afeta dois ou mais homens em uma
mesma familia, enquanto os CaPs hereditarios afetam trés ou mais homens em uma
familia em trés subsequentes geracdes (CARTER B.S., 1993 e SCHAID D.J. et al.,
1998).

Tabela 1: Relacdo do histérico familiar e o risco de CaP. Adaptada de KRALA M. et al.,
2011 e dados de BRATT 0., 2002.

Historico familiar de Cancer de Préstata Risco relativo  Risco absoluto
Né&o 1 8
2 15
Pai ou irméo, acometidos antes dos 60 anos 3 20
Pai e irmao 4 30
5 35-45

Pai ou irmao

CaP hereditario

Um estudo de meta-andlise de 33 estudos epidemioldgicos sobre o risco de CaP
familiar mostraram que o risco relativo em um homem com um irm&o ou o pai com o
CaP é de 3,4 e 2,2, respectivamente. N&o s0 a historia familiar de CaP, mas também de
cancer de mama/ovario aumentam o risco para 0s homens em uma mesma familia. Em
tal caso, o risco relativo é de 1,7 e em caso de incidéncia do CaP, céncer de
mama/ovario, é de 5,8 (BRUNER D.W. et al., 2003 e ZEEGERS M.P et al., 2003).

Recentemente, descobriu-se um nimero de genes supressores tumorais e proto-
oncogenes que desempenham um papel critico no desenvolvimento e progressdo do
CaP, tais como o gene supressor de tumor NKX3.1, PTEN, e proto-oncogene MYC,
NOTCH-1 (SHEN& ABATE-SHEN, 2010). Além disso, foi detectada uma translocacao
cromossOmica recorrente envolvida na tumorigénese da prostata. Especificamente, €
uma a translocacdo de um fator de transcricdo ETS-ERG a regido promotora TMPRSS2
resultando numa forma constitutivamente ativa da proteina de fusdo TMPRSS2-
ERG,ocorrendo em aproximadamente 40% dos tumores de prostata primarios (MANI et
al., 2009;. TOMLINS et al., 2005). Fusdes envolvendo outros membros dos fatores de
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transcricdo ETS, ETV1 e ETV4 e ETV5, também foram encontrados em CaP humano,
em uma frequéncia menor (CLARK& COOPER, 2009).

Também foi visto que a ZP esta mais propensa a desenvolver o tumor, pois
apresenta expressao diferencial de genes que estdo envolvidos em rearranjos
(principalmente o rearranjo entre os genes TMPRSS2 e ERG que sao relativamente
comuns no CaP, em relagdo a ZT. A ZP estd em contato intimo com o estroma,
facilitando o contato com andrégenos que atuam modulando os rearranjos génicos. Essa
expressdao diferencial da ZP em relacio a ZT sustenta a hipotese de que o
microambiente da ZP da suporte ao crescimento tumoral (VAN DER HEUL-
NIEUWENHIJSEN L. et al., 2006 e SKHIBRAHIMHA Z. et al., 2011).

Estudos citogenéticos e moleculares prévios mostraram que 0s adenocarcinomas
da prostata tendem a apresentar frequentes perdas de loci cromossdmicos especificos,
como 2q, 3q, 59, 6q, 7q, 8g, 10q, 13q, 16q e 18g (COONEY K.A., et al. 1996 e
SRIKANTAN V., et al.1999). Muitas das perdas nesses cromossomos resultam em
rearranjos cromossdmicos que ja foram bem caracterizados em algumas neoplasias
(ROWLEY J. D., 2001). As fusdes génicas decorrentes desses rearranjos sdo eventos
primarios na evolucdo de algumas neoplasias ndo epiteliais, como linfomas, sarcomas e
leucemias (ROLEY J.D., et al. 2001).

1.2.4 DIAGNOSTICO E PROGNOSTICO DO CaP

A triagem do CaP deve envolver tanto o toque retal quanto a avaliacdo dos niveis
de PSA no sangue. A idade de inicio do rastreamento ainda ndo foi precisamente
definida. H& estudos que recomendam uma avaliacdo anual a partir dos 40 anos
(THOMPSON 1. et al., 2007), no entanto, a grande maioria dos estudos recomendam
uma avaliacdo anual a partir dos 50 anos de idade (US PREV. SERV. TASK FORCE,
2008 e BROOKS D.D. et al., 2010). Caso haja um histérico familiar de CaP
diagnosticado antes dos 65 anos ou o individuo tenha ascendéncia negra, preconiza-se a
realizacdo do exame anual a partir dos 40 anos de idade (BROOKS D.D. et al., 2010).

O toque retal é o teste mais utilizado, apesar de suas limitagdes, j& que somente
as porcOes posterior e lateral da prostata podem ser palpadas, deixando 40% a 50% dos
tumores fora do seu alcance. As estimativas de sensibilidade variam entre 55% e 68%.

O valor preditivo positivo é estimado entre 25% e 28%. Quando utilizado em
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associacao a dosagem do PSA com valores entre 1,5ng/ml e 2,0 ng/ml, sua sensibilidade
pode chegar a 95% (INCA, 2002).

A Sociedade Americana do Cancer (ACS) também recomenda que 0 exame
possa ser interrompido aos 75 anos, devida a baixa probabilidade de morte pelo CaP
nessa idade e, esclarecendo aos pacientes para que compreendam os beneficios e os
riscos de qualquer uma das condutas (BROOKS D.D. et al., 2010). Uma desvantagem
do rastreamento é a baixa especificidade que resulta em alto nimero de biopsias
negativas com o consequente aumento de custos, de ansiedade e de morbidade
(RIETBERGEN J.B. et al., 1997).

A confirmacgdo do diagndstico do CaP é feito pelo estudo histopatolégico do
tecido obtido pela bidpsia da prostata, que deve ser considerada sempre que houver
anormalidades no togue retal ou na dosagem do PSA. O relatorio anatomopatol6gico
deve fornecer a graduacdo histologica do sistema de Gleason, cujo objetivo é informar
sobre a provavel taxa de crescimento do tumor e sua tendéncia a disseminagao, além de
ajudar na determinacdo do melhor tratamento para o paciente (INCA, 2002).

Além do diagndstico, também € essencial o estabelecimento do progndstico para
a definicdo de protocolos e a indicagdo ou contra-indicacdo das modalidades
terapéuticas e para o acompanhamento e avaliagdo de sua efetividade. No CaP,
classicamente, trés fatores sdo fundamentais no progndéstico da doenca: o estadiamento,
0 grau histoldgico e o antigeno prostatico especifico (PSA) (POTTER S.R. et al., 2001).
Ha fatores adicionais que sabidamente podem influenciar a evolucdo. Diversas outras
variaveis clinicas, patolégicas e biomoleculares estdo em estudo e podem se tornar, de
forma isolada ou conjunta, adjuvantes na construcdo de modelos prognosticos
(ALTMAN D.G., 2001 e CORREA L.A. et al., 2006).

O estadiamento avalia a extensdo anatomica do tumor. A classificagdo TNM (T-
T- extensdo do tumor primario, N- a auséncia ou presenca e a extensao de metastase em
linfonodos regionais, M- a auséncia ou presenca de metastase a distancia) (GREENE
F.L. et al., 2002; SOBIN, L.H & COMPTON, C.C., 2010) ¢ aceita internacionalmente
para descrever e comparar padrdes de apresentacdo da doenca, impacto do rastreamento
e acesso ao tratamento. Os pacientes, entdo, podem ser classificados em baixo, médio e
alto risco (Tabela 2) de acordo com dados da bidpsia, PSA, Grau de Gleason (GG) e

critérios da biopsia.
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TABELA 2: Classificacdo Tumor Nodo Metastase (TNM) para cancer de préstata. Tabela adaptada
de PETTUS et al., 2008.

Tumor primario

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia do tumor primario
Tl Tumor clinicamente nao palpavel ou
visivel por método de imagem
Tumor incidental — achado histopatolégico
e em <5% do tecido de ressec¢do
Tib Tumor incidental — achado histopatoldgico
em >5% do tecido de ressec¢do
Tlc Tumor identificado por bidpsia por agulha
(PSA elevado)
T2 Tumor confinado a préstata
T2a Tumor engloba metade de um dos lobos ou
menos
T2b Tumor engloba mais da metade de um lobo,
mas ndo os dois lobos
T2c Tumor engloba ambos lobos
T3 Tumor além da capsula prostatica
Extensdo extracapsular (unilateral ou
T3 bilateral)
Tumor envolve a vesicula seminal (uma ou
T3b ambas)
Tumor fixo ou invade estruturas
adjacentes além das vesiculas seminais:
T colo vesical, esfincter externo, reto,
musculos elevadores ou parede pélvica
N Envolvimento linfonodal regional
Nx Linfonodos regionais ndo avaliados
NO Sem metastases para linfonodos regionais
N1 Metéstases linfonodais regionais
M Metéastases a distancia

Mx
MO
M1

Metéstases a distancia ndo avaliadas
Auséncia de metéstase a distancia
Metastase a distancia
M1a - Linfonodos ndo-regionais
M1b — Ossos

MZ1c — Outros 6rgaos




Ja para o0 exame da glandula prostatica sdo ainda utilizados:

» O exame retal (ER): a sensibilidade de predizer doenga restrita ao 6rgao é de
cerca de 50% e a especificidade € de 80%(PARTIN A.W. et al. 1997);

A ultra-sonografia transretal da prostata (USTR): o seu valor isolado ndo é
maior que o ER da prostata, com valor preditivo de aproximadamente 50% (HAMDY
F.C., 2001).

Ja o0 PSA é marcador tecidual, porém néo tumor especifico. Suas sensibilidade e
especificidade ndo permitem a utilizacdo do mesmo como método isolado. Entretanto,
na avaliacdo da doenca priméria existem algumas informac6es que o valor de PSA pode
fornecer:

e Teor < 4 ng/ml: ha 80% de probabilidade de a doenca estar restrita ao 6rgédo
(analise de pecas de prostatectomia radical) (POLASCIK T.J. et al., 1999);

 Teor < 10 ng/ml: cintilografia 6ssea e tomografia computadorizada da pelve
sdo, na avaliacdo de rotina, provavelmente desnecessarias devido ao baixo risco de
metastases a distancia (POLASCIK T.J. et al., 1999).

e Teor > 10 ng/ml: o risco de extensdo extracapsular € acima de
60%(POLASCIK T.J. et al., 1999);

e Teor > 50 ng/ml: risco altamente significante de doenga metastatica a distancia
(POLASCIK T.J. etal., 1999).

Por outro lado, a concentracdo sérica de PSA é utilizada na monitorizacdo do
tratamento. Assim:

* Se a taxa de PSA ndo desce a nivel indetectavel apds prostatectomia radical, ou
aumenta a despeito da radioterapia ou da crioterapia realizadas, ou se aumenta dentro do
primeiro ano ap6s a realizacdo de qualquer tratamento local ou se, ainda, dobra de valor
em menos de seis meses, provavelmente o paciente apresenta metastase a distancia
(KOCH M.O. et al., 2000);

* Nivel detectavel de PSA ap6s prostatectomia radical estd associado com
recorréncia da doenca em muitos pacientes, sendo que o intervalo médio entre a
recorréncia do PSA e a morte por cancer situa-se entre cinco e 12 anos, dependendo do
escore de Gleason (KOCH M.O. et al., 2000);

* ApoOs radioterapia, o nivel de PSA diminui, em meédia, apds 17 meses.
Pacientes que apresentam valor abaixo de 0,5 ng/ml ou taxa indetectavel por pelo menos
cinco anos, provavelmente, ndo apresentardo falha do tratamento efetuado (GREENE
K.L. etal., 2013);
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» Apds radioterapia, trés aumentos consecutivos PSA, estdo associados a falha
do tratamento (POLASCIK T.J. et al., 1999);

* No caso de doenca avancada, 0 PSA é, provavelmente, o melhor marcador da
eficacia do tratamento, sendo que aumento secundario do PSA é preditivo de faléncia do
tratamento hormonal de primeira linha (GREENE K.L. et al., 2013);

* Em pacientes com doenca metastatica, que recebem privacdo androgénica, o
nivel do PSA deve baixar, o porcentual de declinio aos trés e aos seis meses pode tracar
um prognostico evolutivo da doenca e, assim, nos pacientes cujo teor de PSA é
indetectavel e naqueles cujo PSA diminui 90% ou mais, aos trés e seis meses apos 0
inicio do tratamento, experimentardo muito provavelmente uma sobrevida prolongada
(GREENE K.L. et al., 2013);

e Meétodos de biologia molecular, como RT-PCR (reacdo em cadeia da
polimerase e transcriptase reversa), para PSA no sangue periférico com resultado
positivo, sugere a presenca de células prostaticas (0 RNA mensageiro para PSA é
prostatico-especifico), porém o significado deste achado em pacientes submetidos a
prostatectomia radical necessita ainda maior comprovacao cientifica acerca do seu real
valor clinico (SU S.L. et al., 2000).

O GG correlaciona-se com a extensdo da doenga, particularmente com o risco de
acometimento extra-prostatico, assumindo valor prognoéstico independente (RUBIAN
M.A. et al., 2000). O sistema € graduado de dois a dez, sendo dois 0 menos agressivo e
dez o mais agressivo. Considera- se que tumores com GG igual ou maior que sete séo
biologicamente agressivos, com grau de cinco ou seis sdo tumores com agressividade
intermediaria, e tumores com grau situado entre dois e quatro tém agressividade
biologicamente menor. Geralmente ele é expresso do seguinte modo: p.ex - Gleason7
(3+4). O primeiro algarismo corresponde ao tipo de célula mais presente, e o segundo, 0
segundo tipo mais presente na bidpsia ou analise da ressec¢do prostatica (POLASCIK
T.J.etal.,, 1999 e BOORJIAN S.A. et al., 2008).

Tem-se procurado associar as caracteristicas histoldgicas do tumor como o grau
de Gleason a um importante nimero de varidveis prognosticas (volume tumoral,
estadiamento patologico, zona prostatica de origem, presenca de metastases nos
linfonodos e margens cirurgicas) (PARTIN A.W. et al. 1990). A partir do escore de
Gleason, do valor de PSA, do estadiamento clinico e patoldgico, além do seguimento de
grande numero de homens submetidos a prostatectomia radical, construiu-se tabelas

prevendo as probabilidades de sobrevida quando o tumor esta restrito ao 0rgdo ou
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compromete a capsula prostatica, vesiculas seminais e linfonodos pélvicos (POLASCIK
T.J. et al., 1999). J& os fatores progndsticos adicionais permitem refinamentos na
analise dos resultados, porém ndo sdo normalmente utilizados no processo de selecéo do
tratamento (POTTER S.R. et al., 2001).

1.3 BIOMARCADORES DO CaP
1.3.1 MARCADORES DE PROTEINAS
a. Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

A partir de 1986, instituiu-se na pratica clinica o teste do Antigeno Prostético
Especifico (PSA) como principal biomarcador para triagem do CaP (CATALONA W.J.,
et al., 1991). Desde entdo, tornou-se possivel identificar a doenca em estagios mais
precoces do que era possivel antes da “era PSA”, promovendo o CaP ao status de cancer
mais diagnosticado em homens nos ultimos tempos, principalmente nos Estados
Unidos, pais onde esses dados sdo atualizados e disponibilizados com mais frequéncia,
diferentemente do que acontece na maioria dos paises em desenvolvimento, como por
exemplo, no Brasil, onde esses dados sdo mais escassos e frequentemente
desatualizados (SIEGEL R. et al., 2011).

Enquanto a incidéncia vem crescendo continuamente, a mortalidade manteve-se
praticamente a mesma. Antes da "era do PSA", o maioria dos carcinomas da prostata
eram diagnosticados em exame de toque retal ou pela histologia de prostatectomias
(resseccdo transuretral ou prostatectomia suprapubica). Hoje, é possivel diagnosticar
mais de 70% dos CaPs com elevado PSAs, identificando-os dez anos antes do que era
possivel no passado. Esse potencial diz respeito ndo s6 ao tempo, mas também ao
potencial biolégico de detectar o cancer em estagio de menor malignidade (menor
graduacdo histopatolégica e menor estadiamento). Por outro lado, a maior prevaléncia
de céncer agressivo é afetada pelas recomendaces para a classificagdo do CaP (Grau de
Gleason) realizada na Conferéncia de Uropatologistas (ISUP) em 2005 (MERRIL R.M.
& STEPHENSON R.A., 2000 e EPSTEIN J.I. et al., 2005).

Ainda que nédo seja possivel estabelecer a proporc¢éo na reducdo da mortalidade,
é evidente que ela é resultado ndo sé da aplicagdo da triagem pelo PSA, mas também da

melhoria da qualidade do tratamento e as mudangas nos registros de codificacdo
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(STAMATIOU K.S., 2011). Entretanto, apesar das conquistas, é recomendavel ponderar
a influéncia dos vieses de interpretacdo que os resultados do teste de PSA podem
exercer sobre as taxas de mortalidade e de declinio da doenca, caso ndo se leve em
consideracdo outras variaveis clinicas (FEUER E.J. et al., 1999). Por exemplo, o
estagio, grau da doenga, etnia, comorbidades, idade do diagnodstico e de morte séo
fatores relevantes nessa anélise (MERRIL R.M. & STEPHENSON R.A., 2000).

Além disso, deve-se considerar que sua sensibilidade e especificidade sdo
limitadas, embora seja empregado de rotina na triagem clinica ndo invasiva (DE
ANGELIS G. et al., 2007). Como o antigeno dosado é produzido pelas células epiteliais
da prostata e ndo especificamente pela célula cancerosa, a dosagem do PSA pode estar
alterada em outras patologias que ndo o cancer, como na prostatite e na hiperplasia
benigna da prdstata, assim como apos a ejaculacdo e a realizacdo de uma cistoscopia
(INCA, 2002).

Dados recentes identificaram um nimero substancial de homens cujo nivel de
PSA se encontrava na faixa do considerado “normal” (por exemplo, PSA de 4ng/ ml) e,
no entanto, mais de 20% apresentavam CaP pela anélise de biopsia prostatica. Entre
aqueles positivos na bidpsia, muitos foram considerados portadores de CaP de alto
estadio, portanto clinicamente significativos. Sendo assim, entende-se que ndo ha nivel
de PSA seguro, com alta sensibilidade e especificidade simultaneas, para o
monitoramento de homens saudaveis para deteccdo de CaP (THOMPSON I.M. et al.,
2004 e THOMPSON I.M. et al., 2005 ).

Apesar de todas essas controvérsias, o teste de PSA no soro ainda é o mais
importante biomarcador para a deteccdo e seguimento do CaP. O teste é bem tolerado,
rapido, barato e padronizado. Os médicos estdo familiarizados com os resultados destes
testes e com ele sdo capazes de predizer o nivel de risco para a doenga ou de progressao
tumoral. Cerca de 70 a 80% das bidpsias de prostata sdo desnecessarias, dependendo do
nivel de PSA no soro estabelecido (SCHRODER F.Het al., 2009), pois o teste de PSA
pode levar ao sobrediagnostico, muitas vezes resultando em sobretratamento, devido,
principalmente, a sua baixa sensibilidade (HEIINSDIJK E.A. et al., 2009).
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b. Outros marcadores proteicos

No CaP a anexina A3 (ANXAZ3), uma proteina ligante de célcio, se encontra em
baixas concentracdes. A quantificacdo da ANXA3 de amostras de urinas de pacientes
com CaP, utilizando-se Western blot, foi bem menor em comparacdo com pacientes
portadores de hiperplasia prostatica, demonstrando uma alta especificidade e um
aumento da sensibilidade em relacdo ao teste de PSA (SCHOSTAK M. et al., 2009).
Esse estudo sugere que se utilize tanto 0 PSA quanto o ANXAS3 presentes na urina para
obtencdo de melhor sensibilidade e especifidade na deteccdo e determinagédo

progndstica do CaP.

As metaloproteinas presentes na urina de pacientes com CaP foram relacionadas
a invasdo, crescimento e metastase no CaP (EGEBLAD M. et al., 2002) e sua detec¢édo
mostrou uma especificidade de 82% e uma sensibilidade de 74% (ROY R. et al., 2008).
Recentemente, outros marcadores proteicos verificados na urina foram relacionados ao
CaP, como a delta-catenina (LU Q.et al., 2009) o fator de crescimento de hepatécito (c-
Met) (RUSSO A.L. et al., 2009) e a timosina B 15 (HUTCHINSON L.M. et al., 2005)

porém ainda ndo foram validados em estudos populacionais.

Também tem se estudado a correlacdo entre residuos metabdlicos presentes na
urina e o CaP. Adachi et al. (2006) demonstraram a ocorréncia de mais de 1500 destes
residuos considerados normais presentes na urina, e conjuntamente a dados de
protedmica do CaP propbe-se o de desenvolvimento de uma nova abordagem
diagndstica de deteccdo e proposta terapéutica para o CaP (ADACHI J. et al., 2006;
SREEKUMAR A. et al., 2009 e GOO Y.A. & GOODLETT D.R., 2010).

1.3.2 BIOMARCADORES DE DNA

A hipermetilacdo em loci genéticos diferentes tem sido associada com a maioria
dos tumores malignos, e varios marcadores de DNA de metilacdo tém sido investigados.
A perda de expressdo da glutationa-S-transferase P (GSTP1) como um resultado da
hipermetilagdo do promotor é a alteragdo molecular mais comum relatada em CaP
(HARDEN S.V. et al., 2003). Entretanto ha resultados conflitantes entre alguns estudos
a respeito da precisdo da predicdo dos testes empreendidos para esse biomarcador
(PLOUSSARD G. & de la TAILLE, 2010).
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Varios ensaios a respeito da metilacdo de outros genes, como o0 GSTP1, RARB e
APC foram recentemente testados mostrando bons valores preditivos, apesar de um
ganho superior ndo tdo significativo em relacdo a mesma capacidade preditiva da
biopsia e da avaliacdo de PSA (BADEN J. et al., 2009 e PAYNE S.R. et al., 2009).
Apesar dos resultados até aqui terem sugerido que a metilacdo pode servir como um
marcador Util para o CaP, sendo a hipermetilagdodo GSTP1 o mais promissor marcador
individual, maiores estudos clinicos prospectivos de marcadores individuais e avaliacao

de painéis de genes sdo necessarios para validar a sua utilidade clinica.
1.3.3 BIOMARCADORES DE RNA

Os marcadores de RNA presentes sdo 0S que apresentam maior
desenvolvimento. O teste para detec¢do do PCA3 ja esta comercialmente disponivel sob
0 nome comercial de Progensa ® PCA3 (Gen-Probe, SanDiego, Ca) (GROSKOPF J. et
al., 2006). O teste PCA3 mostrou ser mais preditivo que o nivel de PSA no soro em
prever resultados de bidpsias. Possui uma alta especificidade de 80 a 90%, podendo vir
a se evitar bidpsias desnecessarias. Entretanto deve-se atentar para os valores de
sensibilidade que ficaram em torno de 53 a 84%, questionando o seu valor clinico
(VLAEMINCK-GUILLEM V. et al., 2010).

A relacdo entre o nivel de PCA3 e parametros de agressividade do CaP tém sido
estudados com diferentes resultados. Ha estudos (HESSELS D.et al., 2010) que relatam
uma relacdo positiva enquanto outros ja ndo demonstram essa mesma relacdo
(WHITMAN E.J. et al., 2008). E importante perceber, entdo, que as interpretacdes
destes dados estao sujeitas a vieses.

Outros biomarcadores urinarios de RNA séo os transcritos do gene de fusdo
TMPRSS2-ERG, que constitui o rearranjo mais comum no CaP. Hessels et al., 2010,
analisaram a presenca desses transcritos e novamente a sensibilidade foi baixa (37%) e a
especificidade muito alta (93%), sendo que nenhuma relagdo significativa foi
encontrada entre a presenca desses transcritos e 0 escore de Gleason das biopsias. Este
encontro foi confirmado por Rice et al., 2010, que detectou a presenca do mMRNA (RNA
mensageiro) de fusdo do ERG em amostras de urina de 237 homens.

Entretanto, quando combinados, o teste do PCA3 e da fusdéo TMPRSS2-ERG
verificou-se uma melhora significativa da predicdo para o CaP (AUBIN S.M. et al.,
2008). Complementando este duplo teste com o nivel de PSA o resultado foi ainda mais

38



significativo. Uma analise multipla desses marcadores melhora a sensibilidade em testes
de amostras de urinas, sem comprometimento da especificidade (LAXMAN B. et al.,
2008).

1.4 TRATAMENTO DO CaP

Nos ultimos anos, houve uma ampliagdo dos métodos terapéuticos com a
aprovacao de varios agentes que demonstraram prolongar a vida de pacientes com CaP
resistentes a castracdo (BONO J.S. et al., 2010; KANTOFFP.W. et al., 2010; BONO J.S.
et al., 2011). Entretanto, muitos deles sdo diagnosticados com CaP localizado, que
constituem a maioria dos homens diagnosticados com a doenga, representando um
desafio para o clinico determinar o progndstico e a estratégia terapéutica. A abordagem
terapéutica tradicional para o CaP é a excisdo cirurgica ou a radioterapia, associados a
efeitos  colaterais, psicologicos e resisténcia (SANDA M.G. et al,
2008;ALEMOZAFFAR M. et al., 2011).

Hoje, h& uma estratégia bem aceita denominada conduta de espera, aplicada
principalmente em pacientes idosos com comorbidades significativas. O paciente ndo e
tratado até que a doenca torne-se sintomatica, o que é geralmente associada a doenca
localmente avancada ou metastatica. Nessa situacdo, ha indicacdo de intervencéo
paliativa, como a terapia de ablacdo androgénica, radioterapia focal para aliviar a dor
Ossea ou resseccgdo transuretral da prostata a fim de aliviar a obstrucdo do trato urinrio
(BILL-AXELSON A. et al., 2011).

Outra abordagem terapéutica utilizada é a vigilancia ativa. O objetivo é
acompanhar as mudancas da agressividade do cancer por meio de bidpsias de série e
medidas dos niveis de PSA, caso uma mudanca significativa seja detectada, intervém-se
por meio de terapia local definitiva. Seriam elegiveis pacientes com escore de Gleason
inferior a 3+4 = 7, e niveis de PSA de até 15 ng/ml, considerados de risco intermediario
dependendo da idade e de comorbidades (TOSOIAN J.J. et al., 2011). Esta abordagem
desempenha um papel importante na reducdo dos danos associados ao tratamento
tradicional do CaP, porém ha muitos desafios a trilhar, como padronizacao dos critérios
de inclusdo e o regime de vigilancia que redundaria ou ndo na intervencdo invasiva
(SANDA M.G. et al., 2008;ALEMOZAFFAR M. et al., 2011).
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A fim de aperfeicoar os fatores de inclusdo na vigilancia ativa e 0s possiveis
desfechos terapéuticos, 0s pesquisadores vém concentrando esforgos na pesquisa
porbiomarcadores, diagnosticos por imagem e terapia focal para otimizar 0s esquemas
de vigilancia ativa, melhorar os resultados dos pacientes e até mesmo com esses dados
descobrir e implementar estratégias de prevencdo do CaP (AUPRICHM. et al.,
2010;PLOISSARD G.et al., 2011; RUBIAN M.A.et al., 2011).

Nesse contexto e diante de tudo aqui exposto a respeito do CaP, verifica-se que
apesar dos recentes avancos nas modalidades de tratamento, cirurgias, radiacdo, e
terapias hormonais ha ainda uma série de complicacbes para 0s pacientes com
CaP.Dadas estas limitagdes, estudos vém sendo empreendidos com objetivo principal de
buscar genes alterados nessa neoplasia, particularmente aqueles envolvidos com a
sinalizacdo de receptores de andrdgenos, bem como encontrar novos alvos para o
tratamento e deteccdo precoce do carcinoma metastatico. Dessa maneira, € necessario o
desenvolvimento de métodos de distingdo dos canceres agressivos daqueles indolentes
para que a morbidade significativa, resultante de tratamentos equivocados, seja reduzida
(MICHAELSON M.D., et al. 2008). Além disso, os métodos atuais de tratamento para

casos metastaticos avangados frequentemente mostram ser insuficientes a longo tempo.

Sendo assim, empreendemos nesse trabalho uma investigacdo por um
biomarcador de alteracdo molecular, altamente relevante para o CaP, que orienta o
desenvolvimento da progressao tumoral na préstata. Este marcador teria implicagdes
substanciais para os critérios empregados tanto na vigilancia ativa quanto na abordagem
terapéutica de escolha e também é apontado como possivel indicador progndstico.
Trata-se dos transcritos do gene de fusdo TMPRSS2-ERG, que atualmente podem ser

detectados até mesmo na urina, como visto anteriormente (HESSELS et al., 2010).
1.5 O REARRANJO TMPRSS2/ERG

Nas neoplasias epiteliais (carcinomas) os rearranjos cromossémicos conhecidos
representam menos que 1% das doencas com rearranjos cromossomicos especificos
(MITELMAN F.,, et al. 2004). Sugere-se que algumas das limitacdes na descoberta
desses rearranjos em neoplasias epiteliais consistam na dificuldade de cultivo das
células epiteliais tumorais 0 que compromete a analise cariotipica, e no padrdo néo-
especifico de mudangas cromossdmicas que dificulta a identificacdo das alteracOes

(MITELMAN F, et al. 2004). Entretanto, com 0 avango cientifico das técnicas de
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deteccdo desses rearranjos, muitos deles vém sendo identificados (KUMAR-SINHA C.,
et al. 2008).

TOMLINS et al. (2005), trabalhando com um algoritimo (COPA- Cancer
Outlier Profile Analysis) para analisar os perfis génicos diferenciais gerados por
microarrays de amostras de CaP, identificaram recorrentes rearranjos cromossoémicos e
amplificagdes que estdo diretamente envolvidos na patogénese dessa neoplasia
prostatica. A pesquisa resultou na identificacdo da fusdo de elementos andrdgeno-
responsivos do promotor do gene TMPRSS2 (21g22.2) ao oncogene semelhante ao v-
ETS do virus da eritroblastose E26 (ERG, 21922.3) ou a uma sequéncia transformante
do virus da eritroblastose E26 do gene variante 1 (ETV1, 7p21.2), pertencentes a familia
ETS de fatores de transcricdo (TOMLINS S.A., et al. 2005 e MORRIS D. S. et al.,
2008).

Como os genes TMPRSS2 e ERG estdo distantes um do outro por 3Mb no
cromossomo 21, o rearranjo entre eles pode ocorrer pela translocacéo entre os pares do
cromossomo 21, devido a homologia entre seus loci, ou por delecdo intersticial entre
eles no mesmo cromossomo (Edel) (PERNER S., et al. 2006 e YOSHIMOTO M., et al.
2008). Esta situacdo pode ser visualizada pela comparacdo dos sinais observados por
Hibridizacdo por Fluorescéncia in situ (FISH) em células normais da prdstata e células
cancerosas portadoras do rearranjo TMPRSS2/ERG (Figura 5). A primeira apresenta
dois sinais, fluorescéncia das sondas 5’ERG (verde) e 3’ERG (vermelho) que
hibridizam no locus do gene ERG (Figura 5). Ja nas células cancerosas da prostata
portadoras da fusdo verificam-se padrdes de fluorescéncia distintos do primeiro, nos
quais se tém um panorama das possibilidades de rearranjo entre o gene TMPRSS2 e 0
gene ERG (MACKINNON A.C. et al., 2009).

Mais de 90% das fusdes do gene TMPRSS2 com os membros da familia ETS
correspondem a fusdo TMPRSS2A:ERG (KUMAR-SINHA C., et al. 2008), onde o0s
rearranjos de TMPRSS2:ETV1, TMPRSS2:ETV4, e TMPRSS2:ETV5 ocorrem raramente.
Embora os testes de hibridagéo in situ fluorescente (FISH) em larga escala utilizando
microarrays de tecido, sejam Uteis em avaliacbes para determinacdo da prevaléncia
dessas fusdes em CaP, ndo sdo ideais, visto que a caracterizacdo das fusOes dos
transcritos por amplificacdo de cDNA e RT-PCR revelaram uma grande extensdo de
transcritos variantes. A mais comum delas envolve a fusdo do éxonl ou 2 do gene
TMPRSS2 com os éxon 3, 4, ou 5 do gene ERG. A combinacdo menos frequente inclui o
éxon 4 ou 5 do TMPRSS2 com o exon 4 ou 5 do ERG (Figura 6). A maioria das
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explicacBes para essa variabilidade de transcritos atribui-a ao splicing alternativo, pois é
improvavel que multiplas fusGes entre dois genes especificos estejam presentes em um
mesmo tumor (WANG J. et al., 2006). Além disso, o splicing alternativo para o gene
ERG ja foi descrito (OWCZAREK C.M. et al., 2004).

O gene TMPRSS2 codifica a proteina TMPRSS2, uma protease transmembrana
ligada a serina predominantemente associada & membrana da face luminal do epitélio
prostatico, com uma menor expressao em outros 6rgdos: pancreas, rim, pulmao, célon e
figado (PAOLONI-GIACOBINO A, et al. 1997; LIN B., et al. 1999 e VAARALA
M.H., et al.2001). Sua expressdo € androgeno-dirigida (LIN B.Y., et al. 1999),
encontrando-se super expresso em pacientes com CaP, o que faz deste gene um
potencial marcador genético da doenca. Entretanto, verificou-se que sua expressao esta
diminuida durante a transformacdo das linhagens celulares de CaP para clones
andrdégenos-independentes (VAARALA M.H., et al. 2000). J& o0 ERG, que € um fator de
transcricdo, atua em cooperagdo com outros fatores de transcricdo na regulacdo de
diversas funcdes celulares, tais como a proliferacdo, diferenciacdo, angiogénese,
hematopoiese, transformacéo oncogénica e apoptose (SETH A., et al. 2005).

No CaP a fuséo permite que estes genes ETSs sejam superexpressos mediante
estimulo androgénico, uma vez que ele passa a responder ao promotor do gene
TMPRSS2 (TOMLINS S.A., et al. 2005 e WANG J.A., et al. 2006). Esse rearranjo
confere uma biologia distinta ao tumor, uma vez que esses genes da familia ETS passam
a atuar como oncogenes e, provavelmente em colaboragdo com outros eventos,
promovem a proliferacdo tumoral (SHAH R.B., et al. 2009).

Recentemente, TOMLINS et al. (2005) demonstraram que 79% dos casos de
CaP estudados continham o rearranjo génico. Em estudos subsequentes, de SOLLER et
al. (2006) e YOSHIMOTO et al. (2008) frequéncias de 40% e 78% foram identificadas,
este ultimo trabalho inclusive trabalha com amostras de pacientes de origem brasileira.
Embora estes rearranjos sejam um fendmeno comum no CaP, ainda n&o esté claro em
qual estagio da patogénese ele ocorre. Entretanto, verificou-se que a super expressao
destes genes € mutuamente exclusiva, levantando a possibilidade de que esse evento
seja um ponto de partida no desenvolvimento dessa neoplasia (TOMLINS S.A., et al.
2005).

Diante desse impasse, outro estudo foi empreendido (TOMLINS S.A. et al.,
2007) e sugeriu-se que tais rearranjos ETS sdo suficientes para iniciar a neoplasia

prostatica, enquanto que, mais recentemente, outro estudo sugeriu gque 0S rearranjos
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possam fomentar mais a progressdéo do que 0s eventos iniciais da tumorigénese
prostatica (CARVER B.S et al., 2009).

Em um estudo com 32 amostras de CaP multifocal proveniente de uma ressec¢do
de prostatectomia total, aproximadamente, 47% dos casos ndo continham a fusdo e entre
aqueles que continham somente cerca de 24% apresentavam a fusédo em todos os focos
do tumor, sendo que os demais apresentaram um perfil heterogéneo de expresséo
(BARRY M., et al. 2007). Essa evidéncia sugere que embora a fusdo TMPRSS2/ETS
esteja presente em muitos CaPs, elas podem ocorrer em estagios mais tardios da doenca
(MAKAROQV D.V,, et al. 2009).

MACKINNON et al. (2009) revisaram os 17 diferentes tipos de fuséo
TMPRSS2/ERG  identificados até entdo, apontando que oito destes transcritos
provavelmente ndo resultavam na traducdo de proteinas ERG funcionais devido a
introducdo prematura de cdédons de parada. Dos nove transcritos da fusdo
TMPRSS2/ERG provavelmente funcionais, dois codificam proteinas ERG normais, seis
codificam proteinas ERG amino-terminais truncadas, e um codifica uma proteina
genuina de fusaoTMPRSS2/ERG. Visto a grande variabilidade de transcritos para essa
fuséo, sugere-se que o splicing alternativo do gene TMPRSS2/ERG seja um dos eventos
responsaveis pelos multiplos tipos de mMRNAs de fuséo.
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Figura 5 — Adaptada de MACKINNON A.C. et al., 2009. Modelo de rearranjo génico TMPRSS2/ERG
por padrfes de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) observados no CaP. A - Mapa fisico dos loci
TMPRSS2 e ERG em 21¢22.2-22.3. T e C é a orientacdo para as regides teloméricas e centroméricas,
respectivamente. As sondas referentes a regido 5’ERG (verde) e 3’ERG (vermelho) estdo posicionados
acima do cromossomos, relativo ao local onde elas hibridizam. Os loci TMPRSS2 e ERG séo separadas
por cerca de 3 MB. B, a estrutura cromossémica (superior) e padrdo de FISH (inferior) observados em
um locus do ERG normal. C, Os loci 5’ e 3’do ERG separados devido ao rearranjo do gene, referido
como Esplit. D, estrutura e padrdo cromossémmico de FISH observada com uma deleco intersticial do
lécus 5°ERG. Este é o padrdo de rearranjo génico TMPRSS2/ERG mais comum observado no CaP,
referido como 1Edel. E, dele¢do intersticial do locus 5’ERG acompanhado por uma duplicagdo de uma
sequéncia 3’ERG. Este padrdo do rearranjo TMPRSS2/ERG tem sido referido como 2 Edel.
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5 3 5 3
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Figura 6 - Esquema adaptado de WANG et al. (2006), mostrando as isoformas dos mRNAs do
rearranjo TMPRSS2/ERG no CaP. Os éxons sdo mostrados em retangulos, sendo azul para o gene
TMPRSS2 e lilés para o gene ERG, e sdo numerados de acordo com sequéncias de referéncia do
GenBank (NM_005656 e NM_00449). Os nimeros acima dos éxons dizem respeito a Ultima base de
cada éxon, as setas verticais em vermelho mostram o cédon ATG nativo e os retangulos hachurados
mostram a matriz de leitura aberta. Para cada tipo de isoforma, os nimeros acima dos sitios de fusao
sdo os Ultimos pares de base no gene TMPRSS2 e o primeiro par de bases no gene ERG. A seta
horizontal mostra o sitio do cddon de inicio da traducéo, sua localizagéo no gene ERG é mostrada. Em
vermelho, os ATGS nativos da tradugdo e em verde os ATGs ndo nativos da tradugdo. As setas
horizontais de cor preta correspondem ao primeiro ATG da traducdo do gene ERG. As setas horizontais
vermelhas mostram o sitio de iniciacdo da proteina de fusdo no mRNA tipo VI.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a frequéncia do gene de fusioTMPRSS2/ERG em amostras de cancer de
préstata de pacientes da Regido de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, assistidos pelo Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Caracterizar as amostras que apresentarem expressdo do gene de fusdo
TMPRSS2/ERG quanto ao tipo de fuséo envolvida.

Relacionar a presenca da fusdo e o tipo de isoforma envolvida com a idade,

caracteristicas histopatoldgica do tumor e de progressdo da doenca.
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3.JUSTIFICATIVA
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3. JUSTIFICATIVA

O mecanismo biologico do CaP ainda é pouco compreendido, apesar da sua
importante incidéncia, como visto, e sua subsequente implicacdo clinica no seu
prognostico e na sua estratégia terapéutica.Como varios marcadores vém sendo
utilizados e nenhum marcador individual mostrou-se ideal, e considerando a
heterogeneidade do CaP, é possivel que a combinacao de diversos biomarcadores possa
fornecer melhores valores preditivos.

A descoberta das transloca¢fes cromossémicas, portanto, fornece subsidios para
0 entendimento do comportamento patolégico dessa neoplasia, com provaveis
aplicacbes para seu o diagndstico, desenvolvimento de drogas, tratamentoe na
elucidacdodo seu mecanismo bioldgico subjacente.

Sendo assim, e se considerarmos que a maioria desses trabalhos em busca de
biomarcadoressao realizados com populagdes de outros paises, que possuem aporte
genético distinto daquele verificado no Brasil, em nossa investigacdo trabalhamos com
um grupo de pacientes de origem brasileira, cujo critério de selecdo foi devidamente
proposital a fim de analisar o percentual de pacientes com CaP pertencentes a essa
“etnia” detectados como portadores de transcritos do rearranjo TMPRSS2-ERG. Essa
pesquisa juntamente com outras com diferentes populacbes do pais, possibilitam
determinar o real significado clinico desse rearranjo frente ao seu percentual no pais,

podendo vir a nortear a vigilancia ativa e a conduta terapéutica no Brasil.
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4.MATERIAIS E METODOS
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4.CASUITICAE METODOS

4.1 TIPOS DE ESTUDO

Trata-se de um estudo exploratdrio, quantitativo e de corte transversal (COLLIS
J. & HUSSEY R., 2005; MARTINS G.A, 1994; ROUQUAYROL M.Z & ALMEIDA
FILHO N., 2006).

Segundo os autores acima referidos, esse tipo de pesquisa descreve o
comportamento dos fendmenos. E usada para identificar e obter informacdes sobre
caracteristicas de um determinado problema ou questdo. A pesquisa exploratéria €
realizada pela abordagem de um objeto de pesquisa quando hd pouco ou nenhuma
informacdo anterior sobre a tematica proposta. O objetivo desse tipo de estudo € o de
procurar padrdes, ideias ou hipoteses, em vez de testar hipoteses ou confirméa-las. O
método quantitativo envolve a coleta e analise de dados numéricos utilizando-se ou néo
de testes estatisticos.

Collins e Hussey (2005) definem estudo de corte transversal como uma
metodologia positivista projetada para obter informacdes sobre varidveis em diferentes

contextos, mas simultaneamente. E um instantaneo de uma situacdo em andamento.

4.2 ASPECTOS ETICOS

Tendo em vista o cuidado e o respeito ético aos participantes do estudo e, ainda,
com base nas diretrizes regulamentadoras das pesquisas com seres humanos (BRASIL,
Lei n°196, 1996), o presente estudo foi encaminhado ao Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, tendo sido aprovado sob o protocolo
n°103555/2011.

O projeto foi dispensado do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) uma vez que os dados utilizados sao oriundos de prontuarios médicos nos quais
é impossivel precisar a localizagéo dos pacientes e, também, porque ndo seria necessario
e muito menos ético identificar os sujeitos envolvidos, que foram apenas nomeados

pelas suas iniciais.
4.3 CASUISTICA

Foram utilizadas 76 amostras de tecido prostatico provenientes de
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prostatectomias radicais de pacientes com CaP, realizadas entre os anos de 2007 e 2008,
oriundos do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo- HCFMRP-USP (com seguimento pos-operatério de 4 anos
para a maioria dos pacientes, havendo perda de seguimento para alguns deles) que se
encontravam armazenadas no Banco de Tumores Urogenitais do HCFMRP/USP. Essas
amostras foram submetidas a microdisseccéo pelo Dr. Fabiano Pinto Saggioro (Setor de
Patologia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto) para verificacdo de positividade
(feito no fragmento julgado representativo da neoplasia). Vinte fragmentos de prostata
continham a neoplasia prostatica de interesse e foram encaminhados para extracdo do
RNA, obtengéo dos respectivos cDNAs e avaliagdo dos mesmaos.

O projeto BANCO DE TUMORES UROGENITAIS foi submetido ao Comité de
Etica da instituicho (processo: 12375/2008), obtendo aprovacio para 0 seu

estabelecimento e desenvolvimento em 16/2/2009.
4.4 ESTUDO CLINICO

Realizamos revisdo de prontuario de todos os pacientes a fim de estabelecer
relacdo entre os dados pessoais, clinicos (pré/pds-operatdrio) e anatomopatolégicos do
tumor com a presenca/auséncia e o tipo de isoforma do rearranjo TMPRSS2/ERG para o
prognoéstico do CaP. O critério de escolha das variaveis clinicas foi aquele que nos
permitiu estabelecer relacdo das mesmas com a presenca/auséncia do gene de fusdo em
estudo, sendo esta relacdo ja estudada por outros autores com outras populacdes
(TOMLINS S.A. et al. 2008.). As variaveis selecionados foram: idade, etnia, grau de
Gleason, analise do comprometimento da prostata, invasdao de vesicula seminal e
estadiamento (TNM).

4.5 ESTUDO MOLECULAR

O estudo molecular foi desenvolvido no Laboratorio de Genética Molecular e
Bioinformatica do Hemocentro de Ribeirdo Preto do HCFMRP/USP de
responsabilidade do Professor Dr. Wilson Araujo da Silva Junior pertencente ao
Departamento de Genética do HCFMRP/USP. Sua finalidade foi avaliar a
presenca/auséncia do rearranjo TMPRSS2/ERG em pacientes com CaP pertencentes a

uma populacdo brasileira.
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4.6 PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE TECIDO PROSTATICO PARA O
ESTUDO MOLECULAR

4.6.1 Obtencéo das amostras

Os fragmentos de tecido prostéatico foram obtidos de pacientes com céancer de
prostata, submetidos a prostatectomia radical. Os pacientes ndo foram expostos a
qualquer tratamento prévio antes da cirurgia. As amostras de tecido fresco foram
submetidas ao choque térmico em nitrogénio liquido com isopentano gelado. Em
seguida foram mantidas em camara fria em temperatura de -80°C no Banco de Tumores

Urogenitais do HCFMP/USP, até o momento da microdissecgao.
4.6.2Microdisseccdo (MC) das amostras

4.6.2.1 Processamento histologico do material

Os fragmentos de prostata foram encaminhados ao Setor de Patologia do
HCFMRP/USP, mantidos em gelo seco. Foram fixados por 48 horas em formalina a 10%
tamponada com fosfato de sédio monobasico e fosfato de sodio dibasico anidro, nas
proporcOes de 4 e 6,5 g/l, lavados em agua corrente durante 24 horas e mantidos em alcool
a 70% por até 72 horas.

Em seguida, foram submetidos ao processador automatico de tecidos (Leica
EG1160, Alemanha), com desidratacdo por alcool e diafanizacdo por xilol. O tecido foi

incluido em parafina a 60°C em inclusor (Leica EG 1160, Alemanha).

4.5.2.2 Preparo das laminas para MC

Foram testados cortes histologicos com trés espessuras (4, 5 € 6 um) obtidos em
microtomo semi-automatico (Leica RM 214, Alemanha). Para cada bloco de parafina a
ser recortado, fez-se assepsia do micrétomo com alcool a 70%, assim como troca de
navalha, do parafilme e das luvas do técnico. Para distensdo do corte usou-se banho-
maria com agua destilada (aproximadamente a 50°C). As laminas com o0s cortes
histologicos foram mantidas em temperatura ambiente overnight para secar e, a seguir,
coradas com azul de toluidina (Tabela 2). Atencdo especial foi dada a etapa de
desidratacdo durante a técnica de colora¢do, pois a presenca de &gua no corte
histologico impede a adesdo adequada do fragmento histologico ao filme termoplastico,

dificultando a leitura ao microscopio Optico. As laminas ficaram sem laminulas de 20 a
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30 minutos em temperatura ambiente antes do procedimento de MC. Cortes histoldgicos
de cada amostra foram corados por hematoxilina e eosina (H-E) para andlise

morfoldgica de controle.

Tabela 3- Procedimentos de coloracéo das amostras para microdisseccao.

Etapas Solucdes Tempo
Desparafinizagdo Xilol 1 2 min
Xilol 11 2 min
Hidratacéo Etanol a 95% 1 min
Etanol a 75% 1 min
Agua destilada 30s
Coloragdo Azul de toluidina a 0,5% Cobrir o corte

e lavar em seguida

Desidratacéo e Diafanizagao Etanol a 75% 30s
Etanol a 95% 30s

Etanol absoluto I1 30s

Etanol absoluto I11 1 min

Xilol 11 5 min

Xilol IV 5 min

4.5.2.3 Microdisseccao

O corte histolégico foi localizado no centro da lamina e fixado ao microscopio.
Um suporte articulado ao microscopio se acoplou a um botéo plastico transparente que
possui um filme termoplastico em sua extremidade denominado cap (CapSureTM
Macro LCM Caps LCM 0211, Arcturus Bioscience Mt. View, CA). Esse suporte
transporta 0 cap para uma posicdo precisa sobre o tecido, alinhando-o a objetiva do
microscopio. A imagem de interesse (células isoladas ou grupos celulares) é visualizada
permitindo orientar a dissecc¢ao pelo patologista.

A base do microscopio é movida por um joystick para colocar a area de interesse
no campo 6tico. De acordo com a extensdo da area a ser microdissecada, podem-se
utilizar trés opcbes de diametro do corte (7,15 ¢ 30 um). Ao final, o fragmento de
interesse, contendo o foco de neoplasia é retirado do sistema com um suporte préprio e
acoplado a um microtubo.

Foram microdissecadas 20 amostras com cerca de 15um de didmetro. O restante
do tecido (bordas e tecido ndo alvo) permaneceu intacto na lamina histoldgica. A
morfologia do fragmento transferido foi preservada. Apds coletar as areas de interesse,

0 microtubo de 0,5 ml foi mantido em suporte com gelo até 0 momento da extracao.
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4.7 ESTUDO MOLECULAR- ANALISE DA EXPRESSAO GENICA RELATIVA
AO REARRANJO TMPRSS2/ERG

4.7.1 Peso das amostras

Primeiramente, 0s tubos contendo as amostras foram pesados e 0s respectivos
pesos de cada tubo foram determinados em uma balanca digital de alta precisdo. Em
seguida, cada amostra foi transferida para outro tubo vazio, previamente identificado, e
0 peso do tubo que continha a amostra foi verificado. Pela diferenca entre o tubo
contendo a amostra e o tubo vazio foi estabelecido o peso de cada amostra. Durante

todo o procedimento as amostras permaneceram devidamente em gelo seco.

4.7.2 Calculo da quantidade de Trizol e Glicogénio

Utilizamos o método do reagente tiocianato de guanidina-fenol-
cloroférmio TRIzol® (Invitrogen, USA) para a extracdo do RNA. Sua quantidade foi
calculada de forma que para cada 10mg de tumor fossem acrescidos 800 pL de TRIzol®
(10pg/pL).

Acrescentamos glicogénio, um coprecipitante de acidos nucléicos, ao
método. Ele ndo aumenta a precipitacdo do RNA, mas como ele precipita nas mesmas
condicGes, forma um pellet visivel, que facilita a manipulacdo da amostra. O célculo
para a quantidade utilizada seguiu a relacdo: a cada 10mg do tumor foram acrescidos

10uL de glicogénio (10ug/uL).
4.7.3 Extragédo de RNA total
a. Maceracdo do tecido prostatico
Posterior a pesagem, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente, no
interior de uma capela de fluxo laminar, por cerca de quatro minutos. Enquanto isso se

prosseguiu com a limpeza do mixer (Brinkman Polytron, modelo PT 10/35) em solugdes

nas seguintes passagens:

55



e 1°- Agua corrente (cerca de cinco a seis vezes);
e 2°- Agua destilada;
e 3% Etanol;

e 4° Etanol 60%.

Para finalizar, a broca do mixer foi limpa utilizando-se uma solugdo com RNase
e em seguida agua Ultra Pure™ (Invitrogen) contendo DEPC (dietilpirocarbonato -
forte inibidor de RNAses). Com o auxilio de uma gase seca enxugou-se o restante de
umidade na broca. Esse procedimento foi repetido todas as vezes que uma nova amostra
foi manipulada. Também foi tomado cuidado quanto as vidrarias (submetidas a estufa
em calor seco por doze horas a 180°C) e os tubos de 15mL utilizados para a maceragédo
eram RNase free e estéreis.

Findados os quatro minutos, retirou-se o tubo contendo a amostra, adicionando-o
1ml de TRIzol®, juntamente com todo o glicogénio calculado para o seu peso. Com o
auxilio do polytron o fragmento foi macerado, e a intervalos rapidos foi alternando-se o
TRIzol® (de 1 em 1 ml) e a maceracao, até completa dissociacdo do fragmento.

Ap06s a maceracdo de todos os fragmentos, foram feitas quatro aliquotas de cada
amostra em microtubos com 1ml cada, sendo que trés dessas aliquotas foram

armazenadas no freezer a -80°C e 1 reservada para a extracdo subsequente.
b. Extragdo do RNA total

As aliquotas reservadas de cada um dos fragmentos foram centrifugadas por 15
minutos a temperatura de 4°C a 13.200 rpm (rotacBes por minuto). Em seguida, no
interior de uma capela de fluxo laminar, a fase aquosa foi descartada em um microtubo
de 1,5ml vazio, adicionando a ele 200 pL de cloroférmio e 500 uL de isopropanol
gelado. . O microtubo foi submetido a temperatura de -80°C por uma hora. Essa mesma
operacdo foi repetida para cada uma das amostras.

Aguardado esse tempo, a suspenséo foi dispensada e centrifugada a temperatura
de 4°C, por mais 15 minutos, 13.200 rpm. Esse ultimo processo foi repetido por mais
uma vez. Por fim, ao descartar novamente a suspensdo, foi tomado o cuidado de
remover o possivel de excesso de liquido restante e o tubo, referente a cada amostra. Em
seguida, foi invertido e deixado secar, a fim de se obter um pellet de RNA. Esse pellet

foi ressuspendido em 10 a 20 pL de agua Ultra Pure™ DPEC, pré-aquecida a 70°C por
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cerca de 10 a 60 minutos e depois armazenado a -80°C.

4.7.4 Determinacdo da qualidade do RNA

ApoGs a extracdo, cada amostra foi submetida a analise pelo espectofotdmetro
NanoDrop®1000 (BiophoAtometer-Eppendorf®) para verificacdo de sua concentracdo
e razdo. Para tal, utilizou-se 1pL da amostra e agua Ultra Pure™ DPEC (a mesma
solucdo que o RNA esta diluido) como branco em uma absorbancia de 260 nm
(nanbmetros). Esse processo permite avaliar a pureza da extragdo em relacdo a presenca
de proteinas contaminantes (a relacdo de 260/280 nm para RNA deve estar acima de 2).
Em seguida, O RNA foi ressuspendido em agua Ultra Pure™ DPEC para um volume de
150uL (diluicdo — 1:10) para sua utilizacdo nos processos subsequentes.

Para avaliacdo da integridade do RNA, checamos 2uL de RNA (dilui¢cdo — 1:10
em agua Ultra Pure™ DPEC, corresponde a uma quantidade de, aproximadamente,
200ng de RNA) das amostras em gel de agarose a 1,2% TAE (Tampao Tris-Acetato-

EDTA- acido etilenodiamino tetra-cético), como especificado no item 4.6.7.

4.7.5 Transcricgao reversa (RT-PCR)

Utilizamos a reacdo de amplificacdo da cadeia da polimerase (PCR) por meio da
transcricdo reversa (RT-PCR) com a finalidade de obter cDNA a partir do RNA
extraido. Para evitar que uma eventual contaminacdo por DNA gendmico interfira nos
resultados, todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse antes de serem
submetidas ao RT-PCR.

A reacdo foi procedida conforme as instru¢cbes do protocolo do kit High
Capacity DNA Reverse Transcription (Applyed Biossystem, USA). Em um microtubo de
1,5ml, mantido em gelo, foram acrescentados os reagentes (Tabela 4). Com o auxilio
de uma pipeta, 49uL dessa preparacdo foi colocado em cada microtubo (para
termociclador), e em seguida, acrescentou-se 1uL de RNA (diluicdo — 1:5, em agua
Ultra Pure™ DPEC) referente a cada uma das amostras. Apds esse procedimento, as

amostras foram transferidas para o gelo e imediatamente levadas ao termociclador.

Tabela 4 — Relacdo dos reagentes utilizados na reacdo de RT-PCR e
as suas respectivas quantidades utilizadas para a realizacdo de uma
reagéo.
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Reagentes Quantidade para 1 reag8o (uL)

Tampéo 10X 05,00
Random primer 05,00
Enzima Multscribe 03,00
dNTPs* 02,00

Agua Ultra Pure™ DPEC 34,00
Total 49,00

*(dNTPs) Desoxinucleotideos.

A reacdo foi submetida a 25°C por dez minutos, a 37°C por duas horas e a 4°C
por tempo indeterminado (fim da reacéo).

Seguindo a padronizacdo do nosso laborat6rio, como controle interno da reacéo
de RT-PCR utilizamos a amplificacdo do gene constitutivamente expresso da S-actina
(Tabela 5) para testar a integridade das amostras de cDNA e 0 sucesso da reacdo de

transcricéo reversa.

Tabela 5 - Oligonucleotideos iniciadores (Foward — F e Reverse — R) do gene da B-

actina.
*
p-actina Sequéncia 3’-5° Produto (pb*) Tm (°C)
F AGCGAGCATCCCCCAAAGTT 285
R GGGCACGAAGGCTCATCATT

*pb- pares de base

A PCR para amplificagéo foi realizada conforme o protocolo do kit (Tabela 6).
Os reagentes foram adicionados a um tubo de 1,5ml livre de RNase, mantido em gelo, e
26,25uL foram transferidos para tubos de 0,2uL livre de RNase (previamente
identificados com o nimero de cada amostra). Juntou-se 2uL do RNA (dilui¢do — 1:5 da

solucgéo estoque) de cada amostra a cada um desses tubos.

Tabela 6 — Relacdo dos reagentes utilizados na reacdo de PCR
para amplificacdo do gene da p-actina e as suas respectivas
quantidades utilizadas para a realizacdo de uma reacéo.

Reagentes Quantidade para 1 reacdo (pL)
Tampdo Tween 02,50
dNTPs* 02,00
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Primer (F)** 01,50

Primer (R)*** 01,50
EnzimaAmpliTaq 00,25

Gold(Applied Biossystem)
Agua Ultra Pure™ DPEC 12,50
Total 26,25

*(dNTPs)Desoxinucleotideos, **Oligonucleotideo iniciador “sense”,
***Qligonucleotideo iniciador “antissense

Em seguida, as amostras foram submetidas a incubacdo a 94°C por 6 minutos
em termociclador Veriti (ApplyedBiossystem, USA), seguida pelas incubagdes ciclicas
descritas: desnaturacdo: 94°C por 40 segundos; anelamento: 68°C por um minuto e
extensdo: 72°C por 1 minuto. Apés 28 ciclos, as amostras foram submetidas a
temperatura de 72°C por 10 minutos, e em seguida a 4°C e mantidas nessa temperatura
(fim da reacéo).

Uma aliquota do produto (4 pL) foi avaliada qualitativamente por eletroforese
em gel de agarose diluida a 1,2% em TAE (item 4.6.7). Espera-se que se forme uma

banda Unica correspondente a amplificacdo do gene da S-actina.

4.7.6 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo do rearranjo
TMPRSS2/ERG

A PCR foi realizada para isolar e amplificar o rearranjo TMPRSS2/ERG de cada
paciente. Foram utilizadas sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (“primers”)

obtidas de TOMLINS S.A. et al. (2005), relacionados na Tabela 7.

Tabela 7 - Oligonucleotideos iniciadores (F e R) do rearranjo TMPRSS2/RG.

TMPRSS2/ERG Sequéncia 3°-5’ Produto (pb)  Tm (°C)
F CAGGAGGCGGAGGCGGA 285
R CGCGTTGTAGCTGGGGGTGAG

(pb) pares de base, (F) Foward, (R) Reverse, Fonte: Tomlins S.A. et al., 2005.
Os reagentes (Tabela 8) foram adicionados a um tubo de 1,5ml e uma aliquota
de 28uL da reagdo foi transferida, com auxilio de uma pipeta, para tubos de 0,2ml

(previamente identificados), em seguida acrescentamos 2uL de RNA (diluicdo — 1:5 da
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solugdo estoque, em agua Ultra Pure™ DEPC) de cada amostra.

A reacdo foi submetida a: 30 ciclos a 94°C por seis minutos (ativacdo da
enzima); 65°C por um minuto (anelamento dos oligonucleotideos iniciadores) e 72°C
por um minuto (extensdo da fita pela acdo da enzima). Para finalizar mais um minuto a
72°C (extensédo final) e em seguida a 4°C por tempo indeterminado (fim da reacdo).
Uma aliquota do produto (4uL) foi avaliada qualitativamente por gel de agarose diluida
a 1,5% em TAE.

Tabela 8 — Relag8o dos reagentes utilizados na reagdo de PCR
para amplificacdo do gene da p-actina e as suas respectivas
quantidades utilizadas para a realizagdo de uma reacg&o.

Reagentes Quantidade para 1 reag8o (uL)
Tampao 10x 03,00
dNTPs* 02,00
MgCl,** 01,50
Primer (F)*** 01,50
Primer (R)**** 01,50
EnzimaAmpliTag Gold 00,25

(AplliedBiossystem)

Agua Ultra Pure™ DPEC 18,25
Total 28,00

*(dNTPs) Desoxinucleotideos, **(MgCl,) Cloreto de magnésio,
***Qligonucleotideo iniciador “sense” do gene TMPRSS2/ERG, ****
Oligonucleotideo iniciador “antissense” do gene TMPRSS2/ERG.

4.7 7 Eletroforese em gel de agarose

Para confeccdo do gel de agarose a 1,2%, utilizamos 1,2g de agarose
UltraPure™ (Invitrogen, EUA) em 100ml de TAE (40 mM de Tris-acetato e 2mM de
acido etilenodiaminotetracético). Essa mistura foi levada ao micro-ondas até completa
fusdo da agarose. Apds seu esfriamento, 1L de brometo de etidio UltraPure™
(Invitrogen, EUA) a 0,5pg/ml foi adicionado, e a agarose fundida foi colocada em um
molde até que se solidificasse.

Uma aliquota do RNA total e dos produtos das PCRs (especificada nos itens
anteriores para cada um) foi homogeneizada com 5uL do tampéo de corrida (0,25% de
azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 30% de glicerol) e submetida & migragéo
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sob corrente constante de 90 Wolts por cerca de 40minutos (Figura 9). O marcador de
peso molecular LowDNA Mass™ “Ladder” (Invitrogen, EUA) de 1kb foi utilizado

como referéncia para avaliar o tamanho dos fragmentos.

4.7.8 Fotodocumentacéo do gel

Utilizamos o sistema de fotodocumentacao de gel de eletroforese em tempo real
MiniBis Pro (DNR Bio-Imagen Systems), para visualizar e armazenar imagens de todos
os géis confeccionados neste estudo. O sistema é acoplado sobre uma gaveta
intercambidvel que acomoda um transiluminador UV ou visivel. As imagens foram
armazenadas e analisadas em um computador acoplado ao sistema, por um software de
analise, o GelQuant (DNR Bio-Imagen Systems). Ele detecta automaticamente as
bandas, tamanhos de fragmentos e o peso molecular, salva e analisa, bem como
possibilita girar e inverter o gel, ajustar nitidez, brilho, correcdo gama e reducdo de

background. Os dados exportados sdo compativeis com formato Excel e Star Office.

4.7.9 Reagdo de PCR para verificagdo da qualidade das amostras enviadas ao

sequenciamento

A reagdo de PCR foi empreendida para verificar se as amostras estavam aptas
para serem enviadas ao sequenciamento, pois a sua qualidade é fundamental para o
sequenciamento. Foram utilizadas as mesmas sequéncias de oligonucleotideos
iniciadores utilizadas para a amplificagéo do rearranjo TMPRSS2/ERG (Item 5.2.3.3).
Os reagentes para a reacao de amplificacdo (Tabela 9) foram misturados a parte
em suas respectivas quantidades, proporcionais ao nimero de amostras € mais um
controle (mistura sem a adicdo de RNA). Uma aliquota de 15uL dessa mistura foi
transferida a microtubos (previamente identificados) e em seguida adicionado o volume
de 2pL de cDNA de cada amostra.
Tabela 9 — Relacéo dos reagentes utilizados na reacdo de PCR para
verificacdo da qualidade do cDNA do gene de fusdo
TMPRSS2/ERG enviadas ao sequenciamento do cDNA do gene de

fusdo TMPRSS2/ERG e as suas respectivas quantidades utilizadas
para a realizacdo de 1 reacéo.

Reagentes Quantidade para 1 reacdo (pL)
Tampé&o 10X 01,50
dNTPs* 01,50
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Primer (F)** 00,80

Primer (R)*** 00,80
MgCl,**** 00,45
EnzimaAmpliTaq Gold***** 00,20
Agua Ultra Pure™ DPEC 09,75
Total 15,00

*(dNTPs) Desoxinucleotideos, **Oligonucleotideo iniciador “sense” do
gene TMPRSS2/ERG, ***Qligonucleotideo iniciador “antissense” do gene
TMPRSS2/ERG, ****(MgCl,) Cloreto de magnésio,*****(Applied
Biossystem, USA).

A reacdo foi submetida a: a 95°C por trés minutos e 35 ciclos a 95°C por 40
segundos (ativacdo da enzima); 65°C por 40 segundos (anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores) e 72°C por 55 segundos (extensdo da fita pela acdo da
enzima). Para finalizar mais cinco minuto a 72°C (extens&o final) e em seguida a 4°C
por tempo indeterminado (fim da reacdo). Uma aliquota do produto (4pL) foi avaliada
qualitativamente por gel de agarose diluida a 1,5% em TAE, para verificar se havia

apenas a banda correspondente ao rearranjo TMPRSS2/ERG na amplificagéo.

4.7.10 Quantificacdo do produto de PCR enviado para sequenciamento

Apos a verificagdo da qualidade da PCR para amplificacdo do rearranjo, cada
amostra foi submetida a analise do equipamento do Nanodrop 1000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientificinc) (Figura 8- Biophotometer-Eppendorf®)para verificacdo
de sua concentracdo (100 a 200 ng/uL) e razdo, utilizando o mesmo procedimento do
item 5.2.3.5.

4.8 SEQUENCIAMENTO

4.8.1 Reacdo de sequenciamento

Depois de feitas as andlises qualitativas e quantitativas do cDNA, a reacdo do
sequenciamento foi realizada utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Apllied Biossystem, USA) e as reagOes foram analisadas pelo software

SequencingAnalysis 5.2 (AplliedBiossystem, Foster City, CA).
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A reacéo foi feita para um volume final de 10 pL (Tabela 10). As condicdes de
reagdo foram: 96°C por um minuto e 25 ciclos a 96°C por 10 segundos (desnaturacao);
50°C por cinco segundos (anelamento) e 60°C por quatro minutos (extensdo). A reacao

foi mantida a 4°C até a etapa de precipitacdo.

Tabela 10 — Relacéo dos reagentes para a reagdo de sequenciamento do
cDNA do gene de fusdo TMPRSS2/ERG.

Reagentes Quantidade para 1 reacdo (L)
PremixReadyReaction 01,00
Tampéo de sequenciamento 2,5X 02,00
Agua Ultra Pure™ DPEC 04,00
Primer (F)* 01,00
Primer (R)** 01,00
Produto de PCR (100ng/pL)*** 01,00
Total 10,00

*Qligonucleotideo iniciador “sense” do gene TMPRSS2/ERG,
**Qligonucleotideo iniciador “antissense” do gene TMPRSS2/ERG. Os primers
para a amplificacéo do rearranjo TMPRSS2/ERG foram diluidos (2.5uM) em
agua Ultra Pure™DPEC, a partir do estoque, momentos antes da reagio, para
garantia de sua qualidade. ***do item 4.6.8.

4.8.2 Precipitacdo

A precipitacdo dos produtos da PCR para sequenciamento foi feita em
isopropanol para um volume final de 10uL. Primeiramente, acrescentamos 30uL de
agua Mili-Q e 60uL de isopropanol (100%) a cada amostra contida na placa para o
sequenciamento, permanecendo em repouso por 20 minutos. Em seguida, centrifugamos
as placas por 45 minutos a 4000rpm. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante, invertendo
removido e adicionamos 200uL de etanol 70%. Novamente a placa foi submetida a
centrifugacdo por 20 minutos a 4000rpm. O etanol foi completamente removido,
tomando o cuidado de inverter a placa e submeté-la a um spin (qualquer residuo pode
resultar em manchas fluorescentes na anélise do sequenciamento). A placa foi seca em
estufa e, em seguida, mantida envolta em papel aluminio em temperatura ambiente.

Para a corrida foi utilizado o aparelho ABI 3130 Genetic Analyser (Applied
Biossystem, USA).

4.8.3 Analise do sequenciamento
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Os cromatogramas gerados pelo sequenciador ABI 3130 Genetic Analyser séo
compactados, sendo assim procedemos com a descompacta¢do dos mesmos através do

software Winzip®, versdo 15.0, disponivel no site: http://www.winzip.com/index.htm.

Em seguida, eles foram analisados pelo software Chromas, versio 2.33, disponivel para

download no site: http://www.technelysium.com.au/chromas.html. A transferéncia foi feita

em modo FASTA.

A determinacdo do nimero de pares de bases do rearranjo encontrado foi feita
através do acesso ao GeneBank: TMPRSS2 — NM_005656 e ERG — Nm_004449.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise molecular das amostras
5.1.1 Microdisseccéo das amostras

Solicitamos o0 envio das amostras armazenadas no Banco de Tumores
Urogenitais do HCFMRP/USP para o Setor de Patologia do HCFMRP/USP. Dos 76
fragmentos avaliados pelo Dr. Fabiano Pinto Saggioro, 20 foram representativos para a

neoplasia da prostata e enviados ao nosso laboratério para analise molecular.
5.1.2 Peso das amostras de tumor

Os fragmentos prostaticos contendo o adenocarcinoma foram submetidos a
pesagem, revelando que os mesmos apresentaram variabilidade de peso entre si, ndo

ultrapassando a variacao de 60mg (30mg a 90mg) (Tabela 11).

Tabela 11 — Pesagem dos fragmentos de tumor da prostata
microdissecados.

Paciente  Peso total* Peso do microtubo  Peso da amostra

(9) (9) (mg)
1 1,06 1,00 60,00
2 1,10 1,05 50,00
3 1,08 1,05 50,00
4 1,08 1,05 30,00
5 1,04 1,00 40,00
6 1,05 0,97 80,00
7 1,03 0,99 40,00
8 1,02 0,98 40,00
9 1,07 1,10 60,00
10 1,06 0,99 70,00
1 1,03 1,00 30,00
12 1,07 0,98 90,00
13 1,07 0,99 80,00
14 1,15 1,09 60,00
15 1,07 0,99 80,00
16 1,02 0,95 70,00
17 1,04 0,98 60,00
18 1,01 0,95 60,00
19 1,06 0,97 70,00
20 1,06 0,99 70,00

* Peso do microtubo e amostra.
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5.1.3 Extracéo

Como nédo houve uma variacédo significativa de peso entre as amostras, optamos
por utilizar a mesma quantidade de TRIzol® para todas elas, e verificamos que néo
houve interferéncia na qualidade da extracdo (Figura 7). O pellet de RNA resultante foi
ressuspendido em 20 L de agua Ultra Pure™ DPEC e armazenado em freezer a -80°C

para as analises subsequentes.
5.1.4 Verificacdo da qualidade das amostras

Apos a extracdo do RNA total, verificamos que as concentracBes dos mesmos
em cada amostra se mantiveram entre 667 e 2.328 ng/uL (Tabela 12). A leitura por
espectrofotometria de absorbancia do comprimento de onda de 260nm (Aze0) apresentou
uma razao Agso/Azgo que variou de 1,72 a 1,88. Como a Azso/Azg> 2,00 ndo foi
atendida, optamos por utilizar inibidor de RNase (1,0U/uL) nas reacdes de PCR e RT-
PCR a fim de evitar que uma possivel contaminagdo por proteinas, como RNases,
pudesse interferir na concentracéo e qualidade do RNA.

Tabela 12 — Relagdo entre os pacientes e a concentracdo de RNA
presente em suas respectivas amostras de tumor.

Paciente Concentragéo Aol Asgo *Quantidade de
de RNA (ng/uL) RNA (ug)
1 2.328 1,86 34,92
2 1.935 1,82 29,02
3 1.028 1,80 15,42
4 942 1,76 14,13
5 1.062 1,85 15,93
6 1.021 1,80 15,31
7 724 1,79 10,86
8 667 1,88 10,00
9 1.027 1,78 15,40
10 1.611 1,88 24,16
11 704 1,72 10,56
12 1.832 1,84 27,48
13 676 1,75 10,14
14 1.713 1,76 25,69
15 904 1,78 13,56
16 1.290 1,87 19,35
17 1.300 1,83 19,30
18 975 1,77 14,62
19 1230 1,87 18,45
20 1035 1,86 15,52

*Volume da solugdo estoque de RNA — 150 pL/Dilui¢do — 1:10.
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Avaliamos a integridade do RNA em gel de agarose a 1,2% TAE exposto a luz
UV. O perfil eletroforético dos pacientes 1 e 2, foi utilizado como modelo (Figura 7).
Na primeira canaleta utilizamos para a corrida um RNA degradado para efeito de
comparacdo. Ja na segunda e terceira canaletas, verificam-se dois padrdes de banda,
condizentes as subunidades dos RNAs ribossémicos 28S e 18S, em uma proporgao de

2:1, respectivamente, o que indica que o RNA extraido se encontra intacto.

Figura 7— Gel de agarose a 1,2% mostrando o perfil
eletroforético do RNA total extraido. (PM) Peso molecular,
(D) RNA degradado, (1) Paciente 1 e (2) Paciente 2. As setas
do lado esquerdo indicam as bandas referentes ao marcador
molecular, e as setas do lado direito referem-se aos RNAs
ribossémicos 18S e 28S.

5.1.5 Rearranjo TMPRSS2/ERG

Uma vez obtido o RNA total, ele foi reversamente transcrito, servindo como
molde para a sintese de cDNA. Para verificar a qualidade dessa sintese, realizamos a
amplificagdo do gene da p-actina. Os fragmentos amplificados pela reacdo de PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2% TAE e visualizados em um
transiluminador com luz UV (Figura 8). A analise da imagem resultante revelou que
houve amplificacdo de apenas uma banda de, aproximadamente, 285 pb, correspondente
ao fragmento do gene S-actina, comprovando o sucesso da reacdo de RT-PCR.

Certificada a garantia da qualidade do cDNA, prosseguimos com a amplificacao

do gene de fusdo TMPRSS2/ERG por meio de uma reacdo em cadeia da polimerase.
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Submetemos a reacdo final a eletroforese em gel de agarose 1,2% TAE e sua
visualizagdo demonstrou um perfil eletroforético correspondente a uma Unica banda de,
aproximadamente, 720 pb em 7 dos 20 pacientes em analise (Figura 8). Esse resultado
mostra que 35% das amostras continham o rearranjo TMPRSS2/ERG, e que por
apresentarem um fragmento de tamanho muito proximo, possivelmente, pertenceriam a

um mesmo tipo de isoforma desse rearranjo.

Figura 8 — Gel de agarose 1,2% TAE, mostrando o resultado da amplificacdo pela PCR para o rearranjo
TMPRSS2/ERG. Sua amplificacao foi evidenciada nos pacientes de nimeros 01, 08, 09, 12, 14, 15 18. A
seta do lado direito mostra o peso molecular referente a amplificacdo do fragmento correspondente ao
rearranjo TMPRSS2/ERG (~720pb).

pMm1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16 17 18 19 20

1853 —

1078 —

603 —
310 —

— ~720

5.1.6 Sequenciamento

A fim de determinarmos a que tipo de isoforma do rearranjo TMPRSS2/ERG
corresponderiam os fragmentos obtidos, procedemos com o0 sequenciamento das

amostras positivas.

O resultado foi analisado, utilizando o software Chromas, versdo 2.33 e
confirmou a nossa hipotese, todas as amostras portadoras do rearranjo pertenciam ao
mesmo tipo de isoforma (Figura 9), que analisadas, foram identificadas como
pertencentes ao tipo Ill, como estabelecido por WANG et al. (2006). As sequéncias
utilizadas para analise estdo depositadas no banco de dados do GenBank, do NCBI, com
0s numeros de acesso NM_005656 para o gene TMPRSS2 e NM_004449 para 0 gene
ERG.
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Figura 9 — Esquema ilustrando a estrutura da isoforma do tipo 111 do rearranjo TMPRSS/ERG a partir do
sequenciamento. Na por¢do superior de cada quadrante, a sequéncia de nucleotideos e, na porgao
inferior, o cromatograma correspondente. Em evidéncia, a regido na qual se liga o primer (PF) e a porcéo
de cada um dos genes participantes envolvidos no rearranjo. Nos retangulos em azul, os éxons
envolvidos de cada gene. No segundo cromatograma, observa-se o sitio de inicio da transcricao
(retdngulo) no éxon 4 do gene ERG. A reta vertical em azul limita a regido envolvida de cada um dos
genes no rearranjo, e a reta vertical vermelha delimita os éxons do gene ERG.
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5.2 Anélise clinica (Prontuério médico)

Essa analise teve por objetivo pesquisar dados clinicos que sustentassem a
hipotese de correlagdo entre a presenca ou auséncia do rearranjo TMPRSS2/ERG com o
diagndstico e prognostico do CaP.

Sendo assim, coletamos dados anatomopatolégicos (Grau de Gleason e
estadiamento do CaP) da ressec¢do da prostata e dados clinicos dos sujeitos de pesquisa,
tais como, idade, recorréncia de PSA, invasdo ou ndo da vesicula seminal,
comprometimento prostatico e ano da cirurgia. Dados a respeito da etnia dos pacientes
ndo puderam ser coletados, devido a falta de critérios cientificos e dados historicos que
possibilitassem sua determinacdo. Apenas pode se afirmar que todos os participantes do
estudo sdo residentes no Brasil e foram atendidos no HCFMRP-USP. A localizagédo

especifica desses participantes ndo foi objeto de pesquisa.

Uma caracteristica comum a todos os sujeitos foi a identificacdo histopatologica
de adenocarcinoma acinar usual da prdstata. Outra caracteristica predominante foi a
auséncia de invasdo de vesicula seminal (VS) até o momento da resseccdo prostatica.
Apenas um dos pacientes apresentou invasdo de VS, especificamente, a VS direita, ndo
sendo possivel determinar, através do prontudrio médico, se ocorreu antes ou apds a
resseccdo. Entretanto, verificou-se grande variabilidade das demais caracteristicas
clinicas entre os pacientes (Tabela 13).

Como valor prognostico independente, observamos o GG cujo valor fornece
uma andlise da extensdo do tumor e possivel invasdo extra-prostatica. Os pacientes que
apresentam tumores, cujo GG foi avaliado como 6, foram correlacionados a tumores de
agressividade intermediaria. Ja aqueles que apresentaram tumores equivalentes ao GG =
7 ou 8, foram considerados portadores de tumores de caracteristica biologicamente
agressiva, de acordo com Polasciket al.(1999) e Boorjianet al. (2008). Das amostras
positivas para o rearranjo TMPRSS2/ERG, encontram-se as duas com o maior Grau de
Gleason (GG = 8), sendo que quatro amostras positivas também apresentaram um GG
elevado (GG = 7), ou seja, 85,71% das amostras positivas apresentaram tumores
agressivos, sendo que apenas uma delas apresentou tumor cujo comportamento foi

avaliado como de agressividade intermediaria (Tabela 14).
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Tabela 13 — Identificacdo dos 20 pacientes em estudo, registro HCFMRP-USP, idade no momento de
submissao a prostatectomia radical, grau de Gleason e comprometimento da prostata pelo tumor. Os ndmeros
atribuidos a cada paciente respeitam a ordem de seu registro no Banco de Tumores Urogenitais e as
abreviagBes que 0s seguem sdo as iniciais de seus nomes, a fim de preservar suas identidades. As linhas
evidenciadas em cinza correspondem aos pacientes portadores do rearranjo TMPRSS2/ERG.

Paciente Registro Idade* Grau de Gleason Comprometimento
HC (anos)

1-PCS 0808628l 73 3+5=8 Regido periférica (LP) e bilateralmente

2- OF 03322E 66 3+4=7(LD)/ 3+3=6(LE) 45% (LD) e 25% (LE)

3-GGC 053560E 67 3+4=7 (AE)

4-RK 0814996C 67 3+3=6 Extensamente (AD), (TMD) e (TME)

5-AP 0055870B 71 3+3=6 (LP), (LD) e principalmente (LE)

6-VAS 0681954 63 3+4=7 Extensamente (AD), (TMD) e (TME) e

focalmente (AD)

7-NJO 0782205A 63 3+4=7 (LD) e (LE)

8-JF 0800123H 62 4+4=8 Mais da metade (LE)

9-JHA 0839705B 65 3t4=7 Extensamente (LE) e focalmente (LD)

10-RMSG 0813923J 66 3+3=6 40% (LD) e 30% (LE)

11-JRAC 0818400H 64 3+4=7 (LE) e (LD)

12-JGM 04926461 66 3+4=7 25 a 50% (LD) e maltiplos focos (NI)

13-LBS 0639022H 72 3+4=7 Porcdo (LD), (AE) e base (LE)

14-SM 0822363J 70 3t4=7 Extensamente (LP), principalmente a

direita e focalmente (LD),
bilateralmente

15-ECC 0691073G 63 3+3=6 (LD) e (LE) em seus (TM) e (B)

16-OGR 0814036B 60 3+4=7 Difusamente (LD) e multifocalmente
(LE)

17-ABS 0818701H 68 3+3=6 30% (LE) e metade (LD)

18-JFM 04935731 66 3+4=7 Extensamente (LE) e multiplos focos
(NI)

19-SSC 0698965A 67 3+4=7 Porcéo (TME), (AD) e focalmente (LP)

20-JATS 0856775B 70 3+4=7 Mais da metade (LD) e (B)

* |dade no momento da cirurgia; (LD) Lobo direito, (LE) Lobo esquerdo, (AE) Apice esquerdo, (AD) Apice direito, (LP)
Lobo posterior, (TM) Ter¢co médio, (TMD) Terco médio direito, (TME) Terco médio esquerdo, (NI) Neoplasia
intraepitelial e (B) Base.

Tabela 14 — Relacéo entre as amostras portadores e ndo portadores do rearranjo TMPRSS2/ERG com o
seu respectivo Grau de Gleason.

Amostras TMPRSS2/ERG positivas

Amostras TMPRSS2/ERG negativas

GG>6
GG=6
Total

6 (85,71%)
1 (14,29%)

7

8 (66,66%0
4 (33,34%)
13

Quanto a classificagdo TNM, apenas um paciente ndo pode ser avaliado, esse

dado ndo constava em seu prontuadrio. Dos 19 pacientes, 17 apresentaram tumores

considerados clinicamente confinados a prostata (T2), sendo 14 destes com o tumor

envolvendo dois lobos (T2c) e trés considerados tumores incidentais de achado

histopatoldgico em < 5% do tecido de ressec¢do (T2a) (Tabela 15). Dois pacientes
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apresentaram tumores com extensdo além da cépsula prostatica (T3), unilateral ou
bilateral (T3a). Estes Gltimos, ambos continham o rearranjo TMPRSS2/ERG. Os demais
pacientes portadores do rearranjo apresentaram tumores em dois lobos da prdstata
(T2c).

N&o houve acometimento dos nddulos regionais em 13 pacientes (NO), e 0s
outros seis nao foram avaliados para este critério (Nx). Nenhum dos pacientes
apresentou metastase até 0 momento da prostatectomia radical. Daqueles que tiveram
seguimento pos-operatdrio até o ano de 2011, nenhum apresentou metastase, sendo que

houve perda de seguimento para trés pacientes.

Tabela 15 — Seguimento clinico e molecular dos pacientes apds a prostatectomia radical:
recorréncia de PSA, presenca do rearranjo TMPRSS2/ERG, metéstase, invasdo de vesicula seminal
(VS) e estadiamento. As linhas evidenciadas em cinza correspondem aos pacientes portadores do
rearranjo TMPRSS2/ERG.

Paciente Ano da Recorréncia de PSA Invasdo Estadiamento
Cirurgia (VS)
1 2007 Nao, até out/2011 Né&o pT2c pNO pMx
2 2007 Nao, até mar/2011 N&o pT2c pNO pMx
3 2007 Nao, até out/2011 N&o pT2a pNO pMx
4 2007 N&o, até dez/2009- (PS) apds essa data Nao pT2c pNO pMx
5 2007 N&o, até dez/2008- (PS) apds essa data Nao pT2c pNO pMx
6 2008 Né&o, até abr/2011 Né&o pT2c pNO pMx
7 2008 Sim, em jan/2011 (25 ng/dl) Né&o pT2c pNO pMx
8 2008 Sim, em set/2008 (21ng/dl)- feita (RT), Nao pT3a pNO pMx
(SR) até ago/2011
9 2008 Nao, até nov/2011 Né&o pT2c pNx pMx
10 2007 Néo até ago/2011 Nao pT2c pNO pMx
11 2007 Sim, em ago/2008 (21 ng/dl), feita Nédo pT2c pNx pMx
(RT), com (RB) em set/2009 (20
ng/dl), (HR)
12 2008 Nao até set/2011 Né&o pT3a pNO pMx
13 2008 Sim, em abr/2010 (41 ng/dl) evoluiu Sim SD
(RB) (61ng/dl), feita (RT)
14 2007 N&o, mas investigando CA a partir de Néo pT2c pNO pMXx
mar/2011 (17ng./dl)

15 2007 N&o até abr/2008- (PS) ap0s essa data Néo pT2c pNx pMx
16 2007 Ndo até ago/2011 N&o pT2a pNx pMx
17 2008 N&o até ago/2009, (PS) apds essa data Néo pT2c pNx pMx
18 2007 Nao até dez/2011 Nao pT2¢c pNx pMx
19 2007 N&o até mar/2011 Né&o pT2a pNO pMx
20 2008 N&o até mai/2011 Né&o pT2c pNO pMx

(VS) Vesicula seminal, (RB) Recidiva bioquimica, (SR) Sem recidiva, (VSD) Vesicula seminal direita, (PRR)
Prostatectomia Radical, (HR) Hormdnio resistente, (PS) Perda de seguimento, (CA) Curva ascendente, (SD)
Sem diagnéstico.

Trés pacientes tiveram seu acompanhamento pds-operatorio perdido, ndo

havendo explicagdo do motivo em seus prontuarios. Os 17 pacientes restantes foram
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seguidos até o fim do ano de 2011 (as datas de avaliacdo do nivel de PSA encontram-se
na Tabela e dizem respeito ao més e ano da Ultima consulta). Destes, houve recorréncia
bioquimica (RB) de PSA em quatro pacientes. O paciente 7 apresentou RB trés anos
apos a resseccdo e foi conduzido a radioterapia (RT). O paciente 8, portador do
rearranjo TMPRSS2/ERG, teve RB no mesmo ano da ressecgédo, realizou RT, ndo
apresentando RB até o fim de 2011. O paciente 11 recidivou um ano ap6s a ressec¢ado e
a conduta clinica foi a RT, apresentando nova recidiva um ano depois, sendo
considerado hormdnio resistente (ndo havia mais dados sobre seu seguimento apds essa
data). Também foi identificada recidiva para o paciente 13 dois anos apds a resseccao,

foi tratado com RT, sem recidivas até 2011.
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6. DISCUSSAO

O diagnostico molecular do CaP é complexo, considerando-se as recorrentes
mutacdes em oncogenes e/ou genes supressores tumorais presentes nesta neoplasia.
Entre essas alteracfes genéticas, a mais comum, diz respeito a um rearranjo génico
determinado pela fusdo entre os genes TMPRSS2 (andrégeno regulado), e o gene ERG
(fator de transcricao) de significativa importancia bioldgica para o CaP (TOMLINS S.A.
et al.,, 2005). Outros rearranjos envolvendo fatores de transcricdo no CaP s&o
evidenciados também, mas 0 TMPRSS2/ERG é de longe 0 mais comum (MEHRA R. et
al. 2007; HAN B. et al., 2008 e KUMAR-SINHA C. et al., 2008).

Rearranjos cromossdmicos que resultam em genes de fusdo que expressam
proteinas funcionais sdo comuns em neoplasias nao-epiteliais (MITELMAN F., 2000) e
em certas malignidades, tais como a leucemia mieloide cronica, na qual a presenca do
gene de fusdo (BCR-ABL) é critica para o diagnoéstico, sendo a proteina de fusdo um
alvo terapéutico chave. Da mesma maneira, a descoberta pioneira de rearranjos
cromossémicos em tumores solidos, especificamente 0 TMPRSS2/ERG, representa uma
mudanca no paradigma de estudo do CaP e de outros tumores s6lidos (TOMLINS S.A.
et al. 2005).

Como visto na introducéo deste estudo, ha uma relevante literatura referente a
frequéncia desse rearranjo em portadores de CaP oriundos de diversas etnias e paises
(WANG J. et al., 2005 e CERVEIRA N. et al., 2006). Entretanto nenhuma evidéncia de
estudos desse carater foi observada no Brasil até 0 momento. Dessa forma, a fim de
identificarmos o perfil de incidéncia dessa fusédo em pacientes brasileiros, associando-0s

aos seus perfis clinicos e genéticos, procedemos com sua investigacao.

Em uma primeira andlise, identificamos que a frequéncia desse rearranjo foi de
35% em um total de 20 pacientes selecionados. Estudos anteriores, encontraram
frequéncias entre 15 a 80% dos CaPs (WANG J. et al., 2006; YOSHIMOTO M. et al.,
2008; CLARK J. et al., 2007; MEHRA R. et al. 2007). O que foi consonante em todos
estes trabalhos € que a frequéncia desse rearranjo foi condicionada a varios fatores, tais
como idade, etnia de origem, habitos de vida, técnica de analise, fase clinica

investigada, entre outros.
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Para compreendermos quais desses possiveis fatores estariam relacionados a
frequéncia por no6s encontrada, garantimos antes de tudo a qualidade do RNA
empregado, checando sua concentracdo por espectrofotometria e a sua qualidade em gel
de agarose a 1,2%. Quanto a técnica de deteccdo empregada, a RT-PCR (transcri¢édo
reversa seguida de amplificacdo pela cadeia da polimerase) demonstrou ser mais
sensivel do que o FISH, ambas ja bem estabelecidas para analise da expressdo génica
desse rearranjo no tecido prostatico. Houve uma prevaléncia de positividade da fusdo na
maioria dos estudos que empregaram RT-PCR (52%) em relacdo aqueles que utilizaram
0 FISH (42%) como técnica (PETTERSON A. et al., 2012). Entretanto, foge do escopo
deste trabalho fazer qualquer inferéncia a respeito de qual o melhor método a se
empregar para deteccdo deste rearranjo, visto a dependéncia a uma série de outros
fatores relevantes para tal. Objetivamos, por meio dessa observacdo, apenas sustentar
que ndo ha literatura disponivel que estabeleca relacdo entre a técnica por nos utilizada e

a frequéncia encontrada.

Um levantamento de estudos publicados posteriormente ao descobrimento dos
rearranjos ETS no cancer de prostata, em 2005, foi desenvolvido por Tomlins et al.
(2009) e revelou que em 2218 casos de resseccdo prostatica de CaP provenientes de
paises da América do Norte, Europa e Asia foram identificadas frequéncias de,
aproximadamente, 50% de portadores do rearranjo TMPRSS2/ERG (DAI M.J. et al.,
2008; FURUSATO B. et al., 2008; KUMAR-SINHA C. et al., 2008; LU Q. et al., 2008;
ROUZIER C. et al., 2008; SARAMAKI O.R. et al., 2008; YOSHIMOTO M. et al.,
2008; DARNEL A.D et al., 2009; GOPALAN A. et al., 2009). Frequéncia proxima a
essas também foi verificada em bidpsias (isto €, nivel elevado de PSA ou exame retal
anormal) em um estudo empreendido por Mosquera et al. (2008).

Até 0 momento ja se demonstrou que a taxa de CaPs fusdo positivos é maior em
caucasianos (50% -52%) do que em afro-americanos (31,3%) ou Japoneses (15,9%)
(MOSQUERA, J.M. et al., 2009; MAGI-GALLUZZI, C. et al., 2011). Em outro
trabalho, meta-analitico, os resultados estatisticos a respeito de varios trabalhos
orientados para a identificacdo desse rearranjo em ressec¢Oes prostaticas, desde a sua
descoberta, demonstraram que o mesmo foi detectado em torno de 49% dos casos.
Sendo assim, é possivel que a nossa baixa amostragem ou mesmo um Vviés de selecdo
tenha contribuido para o encontro de uma frequéncia menor, porém, como visto, ha
frequéncias ainda menores descritas na literatura (PERTTERSSON A. et al., 2012)
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Além disso, é necessario enfatizar, também, o viés de origem das nossas
amostras. Como j& dito, nenhum trabalho referente a esse rearranjo havia estudado-o em
uma populacdo brasileira. Sendo assim, dada a alta heterogeneidade étnica no Brasil, é
possivel que algum componente genético ou uma possivel interacdo ambiental venham
a influenciar a orientacdo da formacgéo desses rearranjos. Apesar de se tratar apenas de
uma hipdtese, ha indicios de correlacdo entre a prevaléncia de portadores do rearranjo
TMPRSS2/ERG e a sua origem, ja que se verificou que ela diferiu entre os diferentes

continentes analisados.

Outra consideracdo a ser feita diz respeito a caracteristica biologica do CaP.
Como ja visto, a neoplasia da préstata apresenta comportamento heterogéneo, sendo que
populacGes genomicamente distintas coexistem e determinam o fenétipo da doenca
(TOMULEASA C. et al., 2010). Mais do que 90% das glandulas prostaticas afetadas no
CaP contém varios tipos tumorais independentes (FALZARANO, S.M. et al., 2011).
Como consequéncia, os achados moleculares podem ser heterogéneos e muitas vezes,
permanecem sem serem detectados. Como nossas amostras sdo provenientes de
diferentes porcdes da resseccdo prostatica, ndo se pode afirmar que representem
fielmente o contexto gendmico das neoplasias de origem. Portanto, € provavel que haja
pacientes em que o rearranjo ndo tenha sido detectado na porcdo da préstata por nés

estudada, mas que estes sejam portadores do rearranjo em outros sitios do tumor.

J& em uma segunda andlise, levamos em consideracdo a significativa
heterogeneidade na estrutura da extremidade 5' dos transcritos de mMRNA do gene de
fusdo TMPRSS2/ERG (WANG J. et al., 2003; TOMLINS S.A. et al., 2006 e CLARK J.
et al., 2007). Vimos que alguns CaP expressam uma Unica isoforma do mRNA,
enquanto outros expressam multiplas isoformas do gene de fusdo, que surgem através
de splicing alternativo do transcrito de fuséo inicial. Inicialmente, Wang J. et al. (2005)
caracterizaram 8 tipos dessa fusdo em CaP, que foram confirmadas por outros estudos
(CERVEIRA N. et al.,, 2006 e DEMICHELIS F. et al., 2007), e outras isoformas

também foram identificadas.

Nossos resultados mostraram que todos 0s casos positivos apresentaram as
caracteristicas da isoforma do tipo Il1l. Optamos por esta denominacao por se tratar da
primeira nomenclatura estabelecida para esse transcrito por WANG et al., 2006, outras

foram indicadas, mas ainda ndo ha consenso literario a respeito. Este € o transcrito mais
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comumente encontrado, ele contém o éxon 1 (16-71pb) do TMPRSS2 (importante por
conter a regido promotora desse gene, andrégeno responsiva) fundido com o éxon 4
(226-762pb) do gene ERG. O rearranjo como um todo apresentou uma extensdo de
591pb. A regido de fusdo entre eles pbde ser caracterizada por 20pb:
AGCGCGGCAGGAAGCCTTAT, sendo a regido ndo sublinhada pertencente ao gene
TMPRSS2 e a regido sublinhada ao gene ERG. A traducdo desse transcrito € predita

acontecer a partir de um cédon ATG interno no éxon 4 do ERG, podendo resultar em

uma proteina ligeiramente truncada (WANG J. et al., 2006).

A despeito dos mais de 20 tipos de transcritos TMPRSS2/ERG ja identificados
(TOMLINS S.A. et al.,, 2005; WANG J. et al., 2006; SOLLER M.J. et al., 2006;
CLARK J. et al., 2007 e CLARK J. et al., 2008) resultantes, na maioria das vezes, de
splicing alternativo, ha uma clara prevaléncia da isoforma do tipo 111 entre os rearranjos
TMPRSS2/ERG na literatura (WANG J. et al., 2006; TU J.J., et al. 2007; DAI M.J. et
al., 2008). Observou-se gue ha uma andrégeno-dirigéncia no promotor do TMPRSS2
(LIN B. et al., 1999) superexpressando constitutivamente essa por¢do do gene ERG no
epitélio prostatico, ja que a atividade dos receptores de andrégeno (AR) é ubiqua nesse
orgdo. Esses altos niveis de expressdo foram associados a caracteristicas agressivas do
CaP (TOMLINS S.A. et al., 2005 e WANG J. et al. 2006).

Sabendo-se que a fusdo TMPRSS2/ERG desempenha um papel critico na
carcinogénese da préstata (CERVEIRA N. et al., 2006 e PERNER S. et al., 2007) e que
os fatores de transcricdo ETS estdo associados a genes mitdgenos (SETH A. et al.,
2005), presume-se que essa isoforma esteja envolvida na progressdao do tumor. A
maioria dos estudos mostraram associacdo entre a presenca da fusdo TMPRSS2/ERG e o
CaP agressivo (WANG J. et al., 2006; SOLLER M.J. et al., 2006; DEMICHELIS F. et
al. 2007; RAJPUT A.B. et al., 2007; LAPOINT J. et al., 2007a; LAPOINT J. et al.,
2007b; ATTARD G. et al., 2008). Os casos gque expressaram a isoforma do tipo il
juntamente com a isoforma do tipo VI (que traduz proteina ERG truncada), se
mostraram mais agressivas do que aquelas que expressaram a isoforma do tipo Il
isolada. Além disso, alguns casos que expressavam somente a isoforma do tipo Il
apresentaram niveis elevados de expressdo do gene de fusdo, também associada a
doenca agressiva (WANG J. et al., 2006).
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Entretanto, Tomlins et al. (2008) em um estudo funcional dos transcritos
TMPRSS2/ERG observaram que o knockdown da isoforma do tipo 111 em camundongos
SCID influenciou menos na progresséo da neoplasia prostatica do que o knockdown da
isoforma do tipo VI, onde a proliferacdo das células foi drasticamente reduzida.
Corroborando com tal evidéncia Wang J. et al. (2009) demonstraram que a isoforma do
tipo 111 ndo promove a proliferagdo, mas melhora a invaséo e a mobilidade das células
tumorais, embora de maneira menos eficaz que o tipo VI, o que indica uma atividade

pleiotropica de cada isoforma especifica (WANG J. et al., 2009).

Em uma analise final, investigamos individualmente cada sujeito da pesquisa,
considerando idade, caracteristicas histopatologicas do tumor e de progressao da
doenca, a fim de identificarmos uma possivel relacdo entre essas variaveis e o rearranjo
TMPRSS2/ERG. Uma grande variabilidade entre eles foi identificada, presumivel, dada
a heterogeneidade do CaP, o que torna a analise mais complexa. Houve perda de
seguimento de trés pacientes (15%). Os demais pacientes se encontravam vivos até o
final de 2011, periodo que escolhemos para o estudo. A localizacdo especifica desses
participantes ndo foi objeto de pesquisa, uma vez que sua determinacao seria irrelevante
considerando que ndo estaria, necessariamente, relacionada a sua descendéncia étnica,
dada a alta miscigenacdo brasileira com outros povos provenientes de outras nacgdes,

resultando em alta variabilidade genética.

A idade média entre eles foi de 66,28 (63 - 72 anos) e mediana de 65 anos no
momento da cirurgia de remocdo da préstata, ou seja, foram acometidos em uma faixa
etaria mais avancada. Apesar de estudos mostrarem que a associacdo entre o risco de
CaP e a idade é muito forte (JEMAL A. et al., 2010) ndo se pode dizer que ela seja um
preditor de risco independente para o0 mesmo (SCHRODER F.H. et al., 2009). Também
ndo h& evidéncias de associacdo entre a idade dos pacientes e a presenca do rearranjo
TMPRSS2/ERG.

Entre os pacientes portadores da fusdo, apenas um deles apresentou recidiva
bioquimica de PSA (14,27%) e outro vém apresentando curva ascendente de PSA no
ultimo ano, 2011. Entretanto, em pesquisa que avaliava correlacdo entre a presenga do
rearranjo TMPRSS2/ERG detectado na urina com dados clinicos e anatomopatoldgicos
verificou-se que ndo houve associagdo com o PSA serico, 0 que € coerente com 0S

nossos achados (TOMLINS, S.A. et al., 2011). Neste mesmo trabalho e em uma outra
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pesquisa, verificou-se associagdo com o0 peso da prostata e sua dimensdo e uma maior
associagao com pacientes que apresentaram GG superior a seis, comportamento também
identificado em nosso estudo, onde seis dos sete pacientes positivos para a fusdo
apresentavam fenotipo correspondente ao CaP mais agressivo (MINNER, S. et al.,
2011). Evidenciamos porcentagem inferior de pacientes com este fendtipo agressivo no
grupo de pacientes ndo portadores da fuséo (66,66%).

H& analises moleculares que tém sugerido varias aberracfes moleculares que
diferem entre CaPs positivos e negativos para o rearranjo TMPRSS2/ERG, tais como
delecdes do gene PTEN, que estavam presentes em uma porcentagem mais elevada em
canceres fusédo-positivos comparados com fusdo-negativos (CARVER B.S. et al., 2009;
HAN B. et al., 2009). Apesar de tais achados sugerirem diferencas bioldgicas
significativas, o impacto clinico das fusdes de genes da familia ETS ainda é incerto no
CaP. Enquanto alguns estudos tém sugerido um pior prognostico quando a fusdo esta
presente (PERNER S. et al.2006; WANG J. et al. 2006; DEMICHELIS F. et al., 2007;
NAM R.K. et al., 2007), outros encontraram uma associa¢ao ou progndstico favoravel
(SARAMAKI, O.R. et al., 2008; WINNES, M. et al., 2007), e h4 até mesmo aqueles
gue ndo encontraram nenhuma associacdo (FITZGERALD L.M. et al., 2008;
GOPALAN, A. et al.,, 2009). Esses resultados conflitantes podem ser parcialmente
devido a diferencas no tamanho da coorte e sua composi¢cdo, na terapia, € no
prognastico entre esses diferentes estudos (TOMLINS S.A. et al., 2009).

A despeito de todas esses conflitos, pode-se dizer que ja ha uma correlacdo ja
bem estudada e aceita, trata-se da relacdo entre portadores da fusdo e maior expressao
de receptores AR, que demonstrou ser benéfica para o tratamento do CaP. Attard et al.
(2008) mostraram que homens andrdgeno-resistentes apresentaram melhor resposta
quando tratados com acetato de abiraterona se seus tumores eram TMPRSS2/ERG
positivos em comparagdo com tumores negativos. Corroborando para tal, outro estudo
recente mostrou que os pacientes com tumores fusdo- positivos demonstraram um efeito
de tratamento mais significativo, em resposta a privagao de androgeno (KARNNES R.J.
et al., 2010). Isto pode ser devido ao fator de transcricdo ERG em tumores positivos
serem particularmente dependentes de um AR funcional porque o ERG sé pode ser

super-expresso na presenga de AR (MINNER, S. et al., 2011).
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Em suma, podemos dizer que ha uma forte orientagdo para a utilizacdo desse
rearranjo tanto cientificamente como também na prética clinica, visto os beneficios para
0 manejo clinico desta doenca no pais e no mundo. Ressaltamos a necessidade de
continuidade deste trabalho para determinagdo de novas frequéncias com amostragens
maiores e mais representativas das diferentes regibes do pais, dado o potencial ja
demonstrado desse rearranjo no CaP e para que novas abordagens dessa fusdo sejam

descobertas.
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7. Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

Foi encontrada uma frequéncia de 35% de portadores da fuséo
TMPRSS2/ERG em uma populacdo de 20 individuos de nacionalidade
brasileira diagnosticados com cancer de prostata; dada baixa frequéncia,
sugere-se uma possivel relacdo com origem brasileira das amostras;

Entre os portadores da fusdo TMPRSS2/ERG identificamos que todos
pertenciam a classificacdo de isoforma do tipo 111, coerente com a literatura
que demonstra que essa isoforma é o tipo mais comumente encontrado em
resseccdes prostaticas fusdo positivas;

Houve correlacdo dessa isoforma com a idade e dados histopatolégicos dos
pacientes (GG e TNM), demonstrando um comportamento mais agressivo do
tumor entre os portadores da mesma. Nenhuma correlacdo pode ser

estabelecida quanto a progressao da doenca (RB de PSA e invasdo de VS).
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