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Resumo

Oliveira FS. A expressdo dos microRNAs e das interleucinas no processo
inflamatorio tecidual em pacientes com hiperplasia prostética benigna. [Tese].
Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2020.

INTRODUCAO: Nos Ultimos anos o papel do processo inflamatério na génese
e evolugado da HPB tem ganhado muito valor. Isto se deve ao achado comum
de células inflamatdrias em espécimes histologicos da prostata de homens
idosos. Este processo inflamatério pode ter acdo direta no crescimento
prostatico ou interferir na apoptose celular, contribuindo assim para 0 aumento
da prostata e instalagdo dos sintomas relacionados com tal patologia. Porém
ainda ndo se conhece em nivel molecular como esse processo se instala e
quais as vias regulatorias do mesmo. Alguns marcadores moleculares tém
sido identificados como importantes reguladores do processo inflamatério
tecidual, dentre eles, pequenos RNAs portadores de apenas 19 a 23
nucleotideos, ndo codificadores de proteinas conhecidos como microRNAs
(miRNAS). Porém, suas relagBes com o processo inflamatorio prostéatico ainda
permanecem pouco estudados. OBJETIVOS: Avaliar a relacédo da expressao
de miRNAs relacionados com inflamacé&o e das interleucinas (IL) com a
presenca de prostatite histoldgica em pacientes portadores de HPB e
identificar entre os dados clinicos dos pacientes eventuais fatores de risco
para a incidéncia e intensidade da prostatite. METODOS: O estudo consistiu
na analise de espécimes de 48 pacientes com diagnéstico de HPB, tratados
cirurgicamente por resseccao transuretral da prOstata e prostatectomia
aberta. Todos os espécimes prostaticos foram analisados por uma Unica uro-
patologista e classificados em graus de prostatite histolégica. Os miRNAs
estudados foram: 126, 146a, 181c, 155 e 223 e as interleucinas 2, 6, 8 e 17.
Correlacionamos a expressao desses genes e miRNAs com idade, graus de
prostatite histolégica, valor do PSA pré e pds-operatorio, escore internacional
de sintomas prostaticos (IPSS), qualidade de vida, presenca de Hipertenséo
arterial sistémica, diabetes mellitus, valores de colesterol total, triglicérides,
HDL e LDL colesterol, relagdo estrogénio testosterona, indice de massa
corporea, testosterona total. A analise da expresséo génica foi realizada pela
técnica de qRT-PCR. O grupo controle foi composto por 2 pacientes nao
portadores de prostatite histologica. RESULTADOS: Os microRNAs 126 e
146a apresentaram padrao de expressao heterogéneo nas amostras de HPB
associada a prostatite, enquanto que os miRs 155, 181 e 223, apresentaram
superexpressdo. Em relacdo as interleucinas, a IL2 e a IL6 apresentaram
superexpressao na maioria dos pacientes portadores de prostatite, enquanto
gue a IL8 e a IL17 apresentaram maior subexpressao nesse mesmo grupo de
amostras. Na comparacgéao entre o nivel de expressao dos genes e miRNAs e
a grau de prostatite, encontramos associacdo significativamente estatistica
apenas para 0 miR-126 que apresentou maior expressdo no grupo de
pacientes com prostatite intensa (p=0,04). De acordo com os fatores clinicos
patolégicos, encontramos que os mMiRNAs 146 a e 155 apresentam expressao
significativamente maior em pacientes mais velhos (p=0,01 e p=0,05,



respectivamente), o miR-126 encontra-se mais expresso em pacientes que
apresentam PSA poés-operatorio <lng/ml (p=0,01), o miR-155 apresentou
maior expressao nos pacientes com IMC mais alto (p=0,03) e a IL-8 se
mostrou mais expressa nos pacientes com niveis menores de HDL (p=0,02).
CONCLUSOES: Em resumo, a expressido desregulada dos miRNAs e dos
genes aqui estudados, podem estar envolvidos no desenvolvimento do
processo de prostatite e da HPB. Entretanto, 0 mecanismo especifico dessa
relacdo ainda precisa ser determinado e acreditamos que o presente estudo
fornece bases para investigacfes adicionais sobre essa regulacéo.

Descritores: Prostatite; Hiperplasia Prostatica; MicroRNAsS; Expressao
Génica, Interleucinas.



Abstract

Oliveira FS. The role of microRNAs in the regulation of tissue inflammation in
patients with benign prostatic hyperplasia [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2020.

INTRODUCTION: In recent years the role of inflammation in the genesis and
progression of BPH has gained much value. This is the common feature of
inflammatory cells in histological specimens of prostates from elderly men.
This inflammatory process could have a direct action on prostatic growth or
interfere with cell apoptosis, thus contributing to the enlargement of the
prostate and installation of such pathology related symptoms. But how this
process is installed and what the regulatory pathways are, have not been well
established. Some molecular markers are emerging as important regulators
for inflammation, including microRNAs, which are small RNAs carrying only
19-23 nucleotides, not encoding proteins, but their relationship with the
inflammatory process in the prostate remains unknown. OBJECTIVES: To
evaluate the relationship between the expression of microRNAs 126, 146a,
181C, 155 and 223 and interleukins 2, 6, 8 and 17 with the presence of
histological prostatitis in patients with BPH and compare the clinical data of
patients with different categories of prostatitis. METHODS: The study
comprised the analysis of specimens from 48 patients diagnosed with BPH,
surgically treated through transurethral resection of the prostate or open
prostatectomy. All prostate specimens were analyzed by only one uro
pathologist and ranked according to degrees of prostatitis. The microRNAs
studied were 126, 146a, 181c, 155 and 223, and the interleukins were 2, 6, 8
and 17. We correlated the expression of these genes with age, degree of
histologic prostatitis, pre and postoperative PSA value, international prostatic
symptom score (IPSS), quality of life, presence of systemic arterial
hypertension, diabetes mellitus, total cholesterol values, triglycerides, HDL
and LDL cholesterol, estrogen and testosterone ratio, total testosterone and
body mass index. The gene expression analysis was performed by RT-PCR.
The control group consisted of 2 patients without histological prostatitis.
RESULTS: MicroRNAs 126 and 146a showed a heterogeneous expression
pattern in BPH samples associated with prostatitis, while miRs 155, 181 and
223, showed overexpression. Regarding interleukins, IL2 and IL6 showed
overexpression in most patients with prostatitis, while IL8 and IL17 showed
greater underexpression in the same group of samples. In the comparison
between the level of expression of genes and miRNAs and the degree of
prostatitis, we found a statistically significant association only for miR-126,
which showed greater expression in the group of patients with severe
prostatitis (p=0.04). According to clinical pathological factors, we found that
mMiRNAs 146 a and 155 show significantly greater expression in older patients
(p=0.01 and p=0.05, respectively), miR-126 is more expressed in patients with
postoperative PSA <1ng / ml (p=0.01), miR-155 it showed greater expression
in patients with a higher BMI (p=0.03) and IL-8 was more expressed in patients



with lower HDL levels (p=0.02). CONCLUSIONS: In summary, the unregulated
expression of mIRNAs and genes studied here, may be involved in the
development of the process of prostatitis and BPH. However, the specific
mechanism of this relationship has yet to be determined and we believe that

the present study provides the basis for further investigation into this
regulation.

Descriptors: Prostatitis; Prostatic Hyperplasia, MicroRNAs; Gene Expression;
Interleukins.



1. INTRODUCAO



1. Introducéo

1.1 Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB)

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é uma doenca muito prevalente
entre 0s homens a partir da quinta e sexta década de vida, e um dos principais
problemas de salde masculina. Estima-se que cerca de 50% dos homens
entre 50 e 60 anos possuem HPB e mais de 75% dos homens acima de 80
anos sao portadores dessa patologia (1). Normalmente a HPB se manifesta
com sintomas do trato urinario inferior (STUI), como: urgéncia miccional,
aumento da frequéncia urinaria, nocturia e fluxo urinario fraco. Estes sintomas,
guando nédo tratados de maneira correta podem gerar complicacdes graves a
saude, incluindo retencgéo urinaria aguda, insuficiéncia renal, infeccdo do trato
urinario e calculos vesicais (2). A HPB caracteriza-se por um aumento de
volume da zona de transicdo da préstata, que ocorre principalmente devido a
proliferacdo do tecido epitelial glandular e em menor grau por um aumento
dos elementos estromais prostaticos, isto €, musculo liso e fibroblastos (3).

Em 2000 nos EUA, as visitas médicas, tratamentos, e hospitalizacfes
por HPB geraram um custo aproximado de 1,1 bilhdo de ddlares devido a
87.000 hospitalizacdes e 4,4 milhdes de visitas ambulatoriais; isso se torna
ainda mais preocupante quando observamos o grande envelhecimento da
populacdo mundial, fazendo com que a politica de saude americana e 0s
centros de pesquisas discutissem novas opg¢oes de tratamento para HPB (4).

Por isso, a HPB vem se tornando um grave problema de saude publica.



A préstata apresenta dois componentes, o epitélio glandular arranjado
em ductos e acinos, e o estroma formado basicamente por fibras musculares
lisas associadas a tecido conjuntivo, com marcante presenca de fibras
colagenas, fibras elasticas e fibroblastos, vasos sanguineos e linfaticos. No
entanto, ndo ha uma uniformidade entre os pesquisadores se o principal
elemento envolvido no aumento da préstata é de origem epitelial (ductos ou
alvéolos prostaticos) (5) ou proveniente da proliferacdo de células do estroma
(6, 7).

A génese histopatologica da HPB tem inicio com o desequilibrio
molecular progredindo para a formacao de nddulos hiperplasicos que tendem
a aumentar de tamanho. Esse fenbmeno afeta a arquitetura histolégica da
préstata (8). Esses nddulos circundam a uretra (9-11), e podem ser formados
por numerosos ductos e acinos, com estroma escasso (“hiperplasia
glandular”) ou entdo, sao constituidos por tecido do estroma prostatico, com
deposicao de colageno, proliferacdo de fibroblastos e de células musculares
com escasso ou nenhum tecido glandular (“hiperplasia do estroma”) (9, 12).

Estudos mostram que quase sempre os dois tipos de crescimento
coexistem nos pacientes com HPB, representados geralmente por estroma
em sua maioria e apenas 12 a 20% correspondem a tecido epitelial glandular

(6, 13).



1.2 Etiopatogenia da HPB

A etiopatogenia da HPB ainda néo foi totalmente esclarecida (14), mas
sabe-se que alguns fatores aumentam o risco de aparecimento dessa
patologia. Apesar da auséncia de uma definicdo mais precisa, algumas teorias
tém sido propostas com o intuito de tentar explicar a génese da HPB (15).

A HPB néo ocorre em homens castrados antes da puberdade (16), e
por este motivo acreditava-se que o aumento do volume prostatico pudesse
resultar da producao exagerada de testosterona. No entanto, alguns estudos
mostram que os niveis desse horménio diminuem com o passar da idade (17,
18). Atualmente, acredita-se que a testosterona esteja implicada no
crescimento normal da prostata, mas tem um papel menos relevante na
proliferacéo celular e no aumento glandular que ocorre na HPB (18).

Andlises do tecido prostatico em casos de HPB demonstram que a
concentracdo local de DHT é trés vezes maior que na glandula normal (19). A
DHT parece influenciar o desenvolvimento de HPB por meio de fatores de
crescimento, tais como fator de crescimento de fibroblastos (FGF), epitelial
(EGF), de queratindcitos (KGF) e fator similar a insulina (IGF). Esses fatores
e seus receptores celulares especificos sdo encontrados em maiores
guantidades nas glandulas com hiperplasia do que em prdstatas normais e
provavelmente orquestram a proliferacdo celular anormal observada nos
casos de HPB (20-22).

O estudo de Coffey e Walsh (23) sugere que nas fases iniciais de

desenvolvimento da HPB, haveria uma predominancia dos estimulos



responsaveis pela proliferacéo celular, e nas fases mais avancadas, existiria
uma menor atividade dos fatores responsaveis pela morte celular
programada.

Na glandula prostatica os estrégenos possuem acdo dupla. Essas
acOes se fazem de forma direta e indireta: Indiretamente, os estrogenos
suprimem a liberacdo hipofisaria de LH (Hormonio luteinizante), reduzindo
assim a sintese testicular de testosterona, diminuindo seus niveis séricos e
induzindo apoptose e atrofia epitelial prostatica. Concomitantemente, atuando
diretamente sobre receptores estrogénicos-alfa (ER-alfa), presentes no
estroma prostatico, os estrogenos estimulariam a diferenciacdo epitelial e
proliferacéo celular (24).

Em 1980 uma importante associacdo de fatores, representadas por
resisténcia periférica a insulina, hipertensao arterial, obesidade e dislipidemia,
foi descrita, esta foi denominada sindrome metabdlica (25, 26). Varios estudos
tém demonstrado sua relacdo com doencas uroldgicas, principalmente HPB,
mostrado uma taxa de crescimento prostatico anual maior nos pacientes
portadores de tal sindrome (27).

A similaridade entre os fendbmenos celulares observados na HPB com
0s observados durante a formag&o embriolégica da préstata levou a hipotese
de que ela poderia ser o resultado de um "re-despertar embrionario". Isto se
deve a nova formacao de epitélio glandular, visto apenas na fase fetal, com
poder de produzir mediadores que induzem a proliferacdo glandular,

causando o aumento da préstata na idade adulta (2).



No entanto, varias evidéncias recentes também sugerem que
processos inflamatorios podem ter participacdo importante na formacdo da
HPB e consequente na instalacdo dos seus sintomas (4). Dessa forma, o
entendimento dos mecanismos envolvidos no surgimento da HPB, assim
como a identificacdo dos fatores biolégicos que contribuem para a
exacerbacdo dessa patologia proporcionaria o desenvolvimento de métodos

preventivos eficientes e novas formas de tratamento da doenca.



1.3 Fatores de risco em HPB

A Hiperplasia Prostatica Benigna € uma doenca associada ao aumento
da idade e a producéo de testosterona pelos testiculos (28-31). A prevaléncia
de sintomas clinicos é de 10%, 50% e 90% aos 25, 60 e 80 anos
respectivamente (32). Embora suas manifestacdes clinicas ocorram menos
comumente que o aumento do volume prostatico, elas avancam com a idade.
O estudo de Bianchi-Frias et al. (33), envolvendo a andlise do estroma
prostatico de animais jovens e idosos identificou uma mudanca significativa
na expressao de genes relacionados a inflamacéo e ao estresse oxidativo. O
trabalho demonstrou ainda, que durante o envelhecimento normal, o estroma
da prostata apesenta caracteristicas fenotipicas e moleculares que
contribuem para o aparecimento de patologias que afetam a préstata.

Alguns outros fatores como raca (34, 35) consumo de tabaco (36),
cirrose hepatica (37), vasectomia, atividade sexual (34) e hereditariedade (38,
39), tém sido implicados com a doenca.

Recentemente fatores de risco relacionados as doencas
cardiovasculares também vém sendo relacionados a HPB e aos LUTS.
Obesidade (35, 40, 41), elevacdo dos indices glicémicos (41, 42), diabetes
(41-43), dislipidemia (44, 45), 2007; e sindrome metabdlica (42, 46) podem

aumentar significativamente os riscos de HPB e LUTS.



1.4 Inflamacéo e HPB

Nos ultimos anos o papel do processo inflamatério na génese e
evolucdo da HPB tem ganhado muito destaque. Isto se deve ao achado
comum de células inflamatdrias em espécimes histologicos da préstata de
homens idosos. Este processo inflamatério pode ter acdo direta no
crescimento prostatico ou interferir na apoptose celular, contribuindo assim
para 0 aumento da préstata e instalacdo dos sintomas relacionados com tal
patologia (4). Di Silverio et al., (47) em uma revisao retrospectiva de tecidos
obtidos de resseccdo prostatica para HPB, encontrou a presenca de
inflamacé&o aguda em 8,9% das prostatas com volume entre 30 e 39 ml e em
até 61,4% das préstatas com 80 a 89 ml.

Revisdes sobre a patogénese da HPB tém reforcado o papel do
processo inflamatério. Herwig et al., (48) descreveram o estado atual do
conhecimento em relacdo a inflamacdo na patogénese da HPB, apontando
gue o0s no6dulos de hiperplasia estdo frequentemente associados com
linfécitos T ativados e macrofagos. Estas células infiltrantes sdo responsaveis
pela producéo de citocinas (Interleucina 2 e interferon) que podem promover
o crescimento fibromuscular visto na doenca. Ocorre também migragédo de
linfécitos T para estas areas atraidos pela produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL 6, IL 8 E IL 15), causando altera¢des do tecido prostatico e
substituicdo do mesmo por nodulos fibromusculares (49).

As células estromais prostéaticas de homens portadores de HPB podem

agir como as APCs (células apresentadoras de antigenos), estimulando a



producdo de IFN E IL17 por células T CD4, promovendo assim respostas
autoimunes e regulando a producéo de IL 8 E IL 6, fatores chaves para
manutenc¢ao do processo inflamatério prostatico e recrutamento de leucocitos,
promovendo o microambiente ideal para a hiperplasia das células prostaticas
(50).

Vérias citocinas se encontram superexpressas em amostras teciduais
de pacientes com HPB. A IL 17 que é praticamente insignificante no tecido
prostatico normal, aparece aumentada em cerca de 80% dos tecidos de
pacientes com HPB. Também tem sido demonstrado que niveis de mRNA das
citocinas pro-inflamatérias IL 2 e IL 4 se encontram superexpressos 10x e 14x
respectivamente em tecidos de HPB, concluindo que a inflamacgéo crbnica &
importante na patogénese desta doenca (3).

Examinando a linha de base de biépsias de préstata em um subgrupo
de 1197 pacientes que participaram do Medical Therapy of Prostatic
Symptoms Study (MTOPS), foi encontrado que 43% dos homens tinham
inflamacé&o crénica. Em todos os grupos de pacientes (placebo, finasterida,
doxazosina ou combinacgao de finasterida e doxazosina), a taxa de progresséao
clinica em termos de sintomas, retencdo urinaria aguda ou necessidade de
tratamento cirdrgico foi maior entre os pacientes com inflamacéo crénica. Para
0s pacientes que ndo tinham inflamacdo, a progressédo clinica s6 foi
observada em 13,2% dos pacientes, dos quais 3,9% necessitavam de cirurgia

e nenhum teve retenc¢do urinaria aguda (51)
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1.5 MicroRNAs

Os microRNAs (miRNA) sdo pequenos RNAs nao codificadores de
proteinas, compostos normalmente por 20 a 23 nucleotideos e que ganharam
uma grande importancia pelo seu papel regulador da expressao de genes
codificadores, entre eles aqueles que controlam o processo inflamatorio (52,
53). Acredita-se que os miRNA podem controlar a expressao de varios genes,
afetando as vias de regulacdo celular, como crescimento, diferenciacéo,
mobilidade e apoptose (54).

O primeiro microRNA foi descoberto em 1993 por Victor Ambros, no
entanto os microRNAs nédo foram reconhecidos com uma classe distinta de

reguladores biolégicos até 2000.

1.5.1 Biogénese dos MicroRNAs

Os miRNAs séo sintetizados pela RNA polimerase Il e modificados
apods a transcrigao pela adicdo de uma capa na regido 5’ e uma cauda poli A
na regiao 3’. O precursor primario do miRNA, entdo denominado pri-miRNA,
forma uma estrutura do tipo hairpin e, no ndcleo, é submetido a acédo do
complexo microprocessador nuclear Drosha e entdo convertido em pré-
mMiRNA, uma molécula de fita dupla de aproximadamente 60-70 nucleotideos
(55-58). O pré-miRNA é exportado do nucleo para o citoplasma pela
Exportina-5, proteina especializada no transporte nucleocitoplasmatico de

macromoléculas, incluindo os &acidos ribonucleicos (59). No citoplasma, o pré-
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mMiRNA é clivado pela enzima Dicer, transformando-se em um miRNA duplex
contendo o miRNA maduro e sua fita complementar. Novamente a Dicer cliva
a dupla fita e produz o miRNA maduro de fita Unica, que entdo € incorporado
a um complexo efetor denominado RISC (complexo silenciador induzido por
RNA) (. O RISC guia o miRNA maduro até seu RNAm alvo e entdo ocorre a
repressdo da traducéo da proteina ou a promocao da degradacdo do RNA.
Esta acdo dependera do grau de complementariedade do miRNA com o seu
RNA mensageiro (RNAm) alvo (Figura 1), podendo este pareamento ser

perfeito ou incompleto (62, 63).

Pré-miRNA miRNA duplex
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Figural- Representacdo esquematica da biogénese e acdo supressora
pés-transcricional dos miRNA (64).
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1.5.2 MicroRNA e processo inflamatoério

Varios estudos, tem demonstrado a grande importancia dos miRNA na
regulacdo da resposta imunoldgica relacionada aos processos inflamatorios.
Experimentos em ratos, onde houve bloqueio das enzimas DIRCE 1 ou EGO
2 no citoplasma, fundamentais para conversdo do pré-miRNA em miRNA,
observou-se uma diminuicdo do volume total de microRNA, o que contribuiu
com o desenvolvimento e diferenciacéo dos linfocitos (65).

Demais referéncias na literatura ttm demonstrado uma intima relacéo
dos miRNA com o controle dos processos inflamatorios. Pesquisas in vitro
demonstraram que o miRNA 181 possui um papel importante na regulacdo do
desenvolvimento de células T bem como no controle da expressao de seus
receptores (66). Dados na literatura tém demostrado que o miR- 146a esta
diretamente relacionado na regulacdo negativa da resposta aguda durante a
ativacdo da resposta imune inata. Estudos experimentais tém demonstrado
gue os miRNA 155 e 223, desempenham importante papel na regulacdo dos
processos inflamatoérios e resposta imunoldgica respectivamente (67, 68).
Finalmente, estudos realizados por nosso grupo tém demonstrado uma
relacéo estatisticamente positiva do miRNA 126 com a presenca de prostatite

cronica histolégica em pacientes com HPB.
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1.6 Justificativa

Evidéncias na literatura médica apontam para uma intima relacao
entre o processo inflamatério tecidual da prostata e a génese da HPB. No
entanto, 0s mecanismos que desencadeiam o processo inflamatério e as vias
regulatérias do mesmo ainda precisam ser melhor caracterizados.

Existem relatos na literatura sobre associacdo entre a expressao dos
miRNAs 126, 146, 155, 181 e 223 com a resposta imunoldgica ligada aos
processos inflamatérios. Desse modo, podemos especular um possivel papel
destes miRNAs na inflamacéo associada ao desenvolvimento da HPB. O
estudo destes fenbmenos pode ajudar a esclarecer a fisiopatologia da HPB e

auxiliar na criacdo de alternativas terapéuticas para doenca.
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2. OBJETIVOS
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Objetivo primario

Avaliar a relacao da expressao dos microRNAs 126, 146a, 181c, 155 e
223 e das interleucinas 2, 6, 8 e 17 com a presenca de prostatite histoldgica

em pacientes portadores de HPB.

Objetivos secundarios

Avaliar as correlacbes das caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
pacientes portadores de HPB em relacdo aos graus de prostatite histologica.
Avaliar a relacédo da expressao dos microRNAs 126, 146a, 181c, 155,
223 e das interleucinas 2, 6, 8 e 17 com as caracteristicas clinicas dos

pacientes portadores de HPB.



16

3. METODOS
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3.1 Tipo do estudo

Estudo exploratério, retrospectivo.

3.2 Pacientes

O estudo consistiu na analise de espécimes de 48 pacientes com
diagnoéstico de HPB, tratados cirurgicamente por resseccao transuretral da
préstata ou prostatectomia aberta no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) no periodo de setembro
2012 a julho de 2014. Dois pacientes desse grupo foram usados como

controle, por ndo apresentarem prostatite na analise histologica.

3.3 Critérios de exclusao

N&o foram incluidos no estudo os pacientes sondados, submetidos a
biépsia da proéstata, portadores de calculos vesicais, em tratamento ou
portadores de infeccdo urindria, com antecedente de prostatite clinica,
diabéticos, aqueles que faziam uso cronico de anti-inflamatérios ou
finasterida, e os casos sem informacgdes clinicas completas.

Todos os pacientes foram atendidos pelo Setor de Prostata da Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP. Os pacientes que aceitaram

participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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(TCLE) que permitia a utilizacdo dos seus dados para estudo, bem como o

uso do fragmento proveniente da cirurgia para as analises moleculares.

3.4 Variaveis estudadas

Foram catalogadas variaveis de todos os pacientes: idade, raca, PSA,
peso e altura do paciente; IMC (indice de massa corpoérea), peso da prostata,
guestionario de sintomas e de qualidade de vida e andlise histolégica do
espécime tecidual. Também foram dosados os niveis sanguineos de estradiol,
testosterona, colesterol total, HDL e LDL colesterol, triglicérides, horménio
foliculo estimulante (FSH), Hormonio luteinizante (LH). O peso da préstata foi
aferido pelo uso do USG abdominal da prostata e os sintomas urinarios foram
analisados através do preenchimento do questionario de escore de sintomas
da Associacdo Americana de Urologia (69). A tabela 1 descreve as

caracteristicas dos pacientes estudados.



19

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes estudados

Caracteristicas demograficas

Média Mediana Desvio Padrédo
Idade 65,4 65 7,29
Volume prostatico (g) 58,3 54 25,75
PSA-pré 2,12 2,15 0,98
PSA-p6s 1,02 0,8 0,83
IMC 27,46 27,5 4,13
IPSS 20,68 22 4,99
Qv 4,45 4 0,71
Estradiol 25,47 22,2 8,89
LH 6,89 5,2 59
FH 9,86 6,2 12,12
Testosterona total 442,2 427 166,42
Colesterol total 185,32 181 31,29
Triglicérides 144,46 143 58,49
HDL 46,68 46 12,35
LDL 115,28 115 25,24

Todos os pacientes foram submetidos a ressec¢do endoscopica ou
cirurgia aberta para tratamento da HPB. Um fragmento da peca cirurgica foi
retirado, imediatamente colocado em solugéo estabilizadora de RNA (RNA
later, Applied Biosystems), e encaminhado para o laboratorio de investigacéo
médica da disciplina de urologia do HCFMUSP (LIM55), onde foi processado.

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram codificadas,
garantindo sua confidencialidade. Este projeto foi submetido e aprovado pelo

comité de ética em pesquisas do HCFMUSP.
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3.5 Classificacédo de prostatite

Categorizamos nossos pacientes em trés grupos a depender da
presenca ou auséncia de prostatite histolégica e do grau da mesma segundo
J. Irani (1997)(70). Foram classificados como, 0 os pacientes ndo portadores
de prostatite; 1 (leve) os pacientes portadores de prostatite aonde havia
contato das células inflamatérias com o epitélio glandular, sem formacao de
nodulos e sem infiltracdo do mesmo; e 2 (intensa) os tecidos prostaticos
portadores de prostatite onde havia invasao do epitélio glandular e formacéao
de nddulos pelas células inflamatérias. Para tal classificacéo, todas as laminas
foram avaliadas por uma mesma uro-patologista, perfazendo um total de 345
laminas avaliadas e devidamente classificadas nos trés graus de prostatite
citadas acima. As figuras 2, 3 e 4 ilustram exemplos de pacientes

classificados.
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Figura 2 - Microfotografia exemplificando a Categoria 0 — Auséncia de
prostatite
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3.6 Extracdo do RNA e miRNA

O miRNA e o RNA foram isolados com o kit miRVana (Ambion®) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Este kit permite o isolamento
de todos os tipos de RNA. Ao tubo contendo a amostra foram adicionados 500
puL do tampéo de lise (10 vezes o volume da massa tumoral). As amostras
foram entdo maceradas no equipamento Tissue Laser. Adicionamos 50 pL do
aditivo de homogeneizar e a solucao foi deixada 4 minutos no gelo. Foram
adicionados 500 ul de fenol-cloroférmio e as amostras foram vortexadas e
centrifugadas na velocidade méaxima (14.000 RPM) por 5 minutos em
temperatura ambiente. A fase aquosa foi removida para um novo tubo e foi
adicionado um terco do volume de etanol 100%. A solucéo foi transferida para
um filtro e centrifugada a 10.000 g por 15 seg. O filtro contém o RNA total e
foi reservado. No filtrado encontram-se os miRNAs, e a esse volume foram
adicionados dois tercos de etanol 100%. A solucao foi transferida para uma
nova coluna e centrifugada a 10.000 g por 15 seg. Nos filtros do miRNA e no
de RNA foi feita uma lavagem com 700 pl de wash solution 1/3, e as amostras
foram centrifugadas por 10 seg. a 10.000 g. Foram feitas entdo duas lavagens
com 500 pl de wash solution 2/3, e nos intervalos as amostras foram
centrifugadas por 10 seg. a 10.000 g. O filtrado foi descartado e foram
adicionados 100 pl de agua RNAse free a 95°C no filtro e as amostras foram
novamente centrifugadas a 10.000g por 10 seg.

A concentragao e pureza do microRNA e do RNA foram estimadas em

espectrofotometro (Nanodrop ND-1000, Wilmington, EUA) (260/280 nM). O
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filtrado contendo o0 miRNA e o RNA foi entdo armazenado em freezer -80°C

até ser utilizado.

3.7 Sintese de cDNA

O DNA complementar (cDNA) do miRNA foi obtido usando TagMan®
mMiRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Uma
quantidade de 200 ng/mL de miRNA foi diluida em 20 uyL de agua. Deste
volume 3 pL foi submetido a transcricdo reversa, onde foram adicionados 7
ML de mix contendo os reagentes do kit: 0,15 yL de DNTP mix, 0,5 uL da
enzima transcriptase reversa, 1,5 yL do tampédo da enzima, 0,19 uL de inibidor
de RNAse, 3,66 puL de agua livre de nucleasse e 1 uL de primer stem-loop
com sequéncia especifica para os miRNA, totalizando 10 yL de cDNA. A
reacao foi realizada em equipamento PCR Veriti® (Applied Biosystems, Foster
City, CA) seguindo os seguintes parametros: 30 min a 16 °C, 30 min a 42 °C
e 5min a 85 °C.

A sintese do cDNA do RNA foi realizada utilizando-se o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied Biosystems) que utiliza a
Transcriptase reversa MultiScribe e primers randémicos. O RNA total foi
diluido em H20 livre de nucleases em um volume final de 20 pL e
concentracdo de 500 pL/ng. A este volume foram acrescentados 4 uL de
oligonucleotideos randémicos (10X), 1,6 yL do mix de dNTPs (25X), 4 yL do
tampéo da enzima (10X), 2 yL da enzima transcriptase reversa e 8,4 uL de

adgua livre de nuclease. A solucdo foi entdo submetida a ciclos de
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temperaturas (25 °C por 10 min, 37 °C por 120 min e 85 °C por 5 min) no
termociclador Veriti® (Applied Biosystems). Ao final das reacdes ambos os

cDNA foram armazenados a -20 °C até o uso.

3.8 qRT-PCR

As reacoes foram realizadas no termociclador ABI 7500 Fast (Applied
Biosystems, CA, EUA) no modo standard. Para quantificacdo das amostras
foram utilizados primers especificos TagMan® (Applied Biosystems, CA,

EUA) (tabela 2).

Tabela 2 — Ensaios utilizados para quantificacdo dos genes e miRNAs

Genes e microRNAs Ensaio

miR-126 002228
miR-146a 000468
miR-181c 00482

miR-155 002623

miR-223 002295

IL2 Hs00174114 m1l
IL6 Hs00985639 m1
IL8 Hs00174103 m1l
IL17 Hs00174383 ml
RNU43 001095

B2M Hs00187842 ml

As reacdes ocorreram nas seguintes concentracdes: 0,5 pl do primer
especifico, 5 pl de TagMan® Universal PCR master mix (Applied Biosystems,
CA, EUA), 3,5 ul de agua livre de nuclease e 1pl de cDNA.

O nivel de expressdo dos miRNA e dos genes alvo foi obtido pela

quantificacao relativa e dos niveis de expressdo em vezes determinado pelo
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método 222€T (71). No gréfico logaritmico, esse método padroniza a
expressdo do grupo controle como uma linha basal (representada pelo
namero 1) e a expressao relativa de cada miRNA e RNA para cada amostra
de HPB é demonstrada em vezes o normal para mais nos casos de
superexpressado e para menos nos de subexpressao.

Todas as reacOes foram realizadas em duplicata e o RNU43 foi usado
como controle endégeno dos miRNA estudados, enquanto que o gene da 32-

microglobulina (B2M) desempenhou esse papel para os RNA estudados.

3.9 Andlise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o software SPSS 19.0. Para
comparacao da expressdo dos genes e miRNA com as variaveis clinicas nés
utilizamos o Teste T de Student para variaveis homogéneas, e Mann-Whitney
para variaveis ndo homogéneas.

Em toda andlise estatistica foi adotado um nivel de significancia de 5%,
ou seja, foram considerados como estatisticamente significantes o0s

resultados que apresentaram p-valor inferior a 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS
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4.1 Comparacdo dos dados clinico demograficos dos pacientes em

relacdo aos graus de prostatite

Quando subdividimos os pacientes de acordo com o grau de prostatite,
22 pacientes foram classificados como portadores de prostatite de grau leve,
e 24 foram classificados como portadores de prostatite grau intenso. Nao
observamos nenhuma diferenca estatisticamente significativa, na
comparacao entre os dados clinico-demograficos dos pacientes e os graus de
prostatite (tabelas 3 e 4). A tabela 4 apresenta os dados dessa comparacgao
para as caracteristicas clinicas que ndo conseguimos coletar de todos os

pacientes do estudo.

Tabela 3 — Analise dos dados clinico demogréficos do estudo em relagdo aos

graus de prostatite histolégica (total 48 pacientes)

Sem p(r(;))statite Prostatite leve (1) Eégg:gﬁ(t;;
(n =2) (n=22) (n = 24) 0

wean DSIO wesia OSSO wewa DOV
Idade 63,2 4,4 67,1 7,6 65,2 7,5 0,56
USG (gramas) 69,1 33,2 57,6 16,2 56,8 28,4 0,62
PSA pré 1,8 1 2,2 0,9 2,1 1 0,75
PSA pés 1,1 0,3 0,7 0,3 11 1 0,48
QoL 4,8 0,8 4,5 0,6 4,3 0,7 0,47

I-PSS 21,4 19 20,2 6,9 20,7 4,3 0,9
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Tabela 4 — Andlise dos dados demograficos do estudo em relacdo aos graus

de prostatite histoldgica (total 26 pacientes)

Sem p(r(()))statite Prostatite leve (1) SPés(s;gti(tze)
(n=2) (n=7) (n =17) P

Média ggfj‘;;% Média ngj‘r’;% Média ggZ‘r’;%
IMC 30 8,4 28,1 24 268 42 054
Estradiol 32,7 3,2 18,8 45 269 93 0,07
LH 4.9 3,5 9,9 10 6 39 034
FSH 5,7 23 17,2 3,1 77 5 023
Glicose 1135 205 96,1 97 104 152 031
Triglicérides 109 721 1355 772  151,9 51,9 0,58
Colesterol total 193 381 2013 369 1787 282 031
LDL 1135 205 1286 288 1107 24 0,34
HDL 57,5 3,5 45,5 178 458 106 045

Testosteronatotal 667,5 259,5 383,3 121,7 435,2 156,4 0,08

4.2 Padrdo de expressdao dos microRNAs e das interleucinas nos

pacientes portadores de HPB com prostatite

De acordo com a classificacdo de prostatite, dois pacientes néo
possuiam nenhum grau da mesma no tecido analisado e estes foram
utilizados como controle para calculo da expressdo relativa dos genes e
microRNAs (representados na linha 1 do gréafico) (figura 5). A analise de
expressdo dos microRNAs 126, 146a, 155 e 181c através do método qRT-
PCR nos tecidos de pacientes portadores de HPB demonstrou um padrao de
superexpressdo dos miRNAs 155, 181 e 223 e uma expressao heterogénea

dos miRNAs 126 e 146a.
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Perfil de expressao dos microRNAs nos pacientes portadores de

HPB com prostatite comparados com 0S pacientes sem

prostatite

Entre as interleucinas,

IL2 e IL6 apresentaram superexpressdo na

maioria dos pacientes portadores de prostatite quando comparados com 0s

pacientes ndo portadores de prostatite. Ja a IL8 e a IL17 apresentaram maior

subexpressao na maioria dos pacientes analisados (figura 6). Destacamos

gue ndo conseguimos avaliar o padrdo de expressdo em grande parte dos
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Nnossos pacientes. Foram realizados alguns experimentos de repeticdo nesses
casos, mas nao conseguimos obter resultados satisfatorios. Apesar disso,
dentre os pacientes onde conseguimos essa mensuragao, essa interleucina

apresentou subexpressdo na maioria deles (69%).
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Figura 6 - Perfil de expressado das interleucinas nos pacientes portadores
de HPB com prostatite comparados com 0s pacientes sem
prostatite

Quando subdividimos os pacientes de acordo com o grau de prostatite,

22 pacientes foram classificados como portadores de prostatite de grau leve,

e 24 foram classificados como portadores de prostatite grau intenso. Na

comparacao do nivel de expressdao dos genes e microRNAs entre os

pacientes com prostatite leve e intensa, encontramos uma associacao
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significativamente estatistica, apenas para o0 miR-126 que apresentou maior
expressdo nos pacientes com prostatite intensa (p=0,04) (tabela 5). A
semelhanca deste miR, os mMiIRNAs 146a, 155, 181 e 223 também
apresentaram maior expressao no grupo de pacientes com prostatite intensa,
embora sem significancia estatistica. Entre as interleucinas, a IL2 e a IL 17
apresentaram maior expressao nos pacientes com prostatite de grau leve, e
a IL6 e IL8 apresentaram maior expressdo no grupo de pacientes com

prostatite intensa.

Tabela 5 - Expressado dos microRNAs e das interleucinas de acordo com o
grau de prostatite

Grau de prostatite

Média (desv. Padréo)

Genes Prostatite Prostatite
leve intensa p
(n=22) (n=24)

IL-2 4051,11(1,95) 1238,8(1,95)  0,594*
IL-6 39,28 (209,13) 47,57 (209,13)  0,278*
IL-8 5,69 (2,41) 14,65 (2,41) 0,321*
IL-17 3,14 (0,27) 1,38 (0,27) 0,442*
miR-126 1,66 (3,57) 2,68 (1,16) 0,040*
miR-146a 1,77 (2,00) 2,34 (1,63) 0,596*
miR-155 2,08 (0,95) 5,00 (1,29) 0,908*
miR181  3,13(21,18) 4,09 (8,87) 0,240*
miR-223 2,71 (7,90) 7,94 (7,09) 0,782

*Teste T  ** Teste de Mann-Whitney
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4.3 Padrdao de expressdo dos microRNAs e das interleucinas nos
pacientes portadores de HPB com prostatite em relacdo aos fatores

clinicos patolégicos

Na comparacdo do nivel de expressdo dos genes e microRNAs com o
peso da préstata, ndo encontramos nenhuma associacdo significativa do
ponto de vista estatistico (tabela 6). Apesar disso, podemos observar maior
expressao das interleucinas 8 e 17 em prostatas menores, € maior expressao

das interleucinas 2 e 6 e de todos os miRNAs estudados, nas prostatas 240g.

Tabela 6 - Expressao dos microRNAs e das interleucinas de acordo com o
peso da prostata

USG (gramas)

Média (desv. Padrao)

<409 2409
Genes (n=13) (n=33) P
IL-2 235(333)  2,60(2,92) 0,488*
IL-6 58,68(202,44) 1096,17(41,39)  0,257*
IL-8 4194(128,61) 449(1043)  0,798"
IL-17 097(145)  0,72(0,91) 0,981*

miR-126  152(185)  1,82(2,66) 0,855*
miR-146a  1,12(0,99)  1,28(1,98) 0,502"
miR-155  073(0,92)  0,90(127) 0,742*
miR181 567(625  8,81(16,55) 0,932"

miR-223  358(377)  4,63(8,11) 0,311*
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A analise de expressédo dos microRNAs e das interleucinas de acordo
com o PSA pré-operatério e a idade dos pacientes esta demonstrada na
tabela 7. Nao encontramos nenhuma diferenca estatistica significativa em
relacdo ao nivel de PSA, que foi categorizado em PSA-pré < 2,5ng/mle =2 2,5
ng/ml. Os pacientes foram subdivididos também de acordo com a idade em <
65 anos e > 65 anos. Nesta comparacdo, encontramos que 0s microRNAs
146a e 155 estdo mais expressos nos pacientes mais velhos (p= 0,01 e

p=0,05, respectivamente).
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Tabela 7 - Expressao dos microRNAs e das interleucinas em relacdo ao PSA

pré-operatorio e a idade

PSA pré Idade
Média (desv. Média (desv. Padrao)
Padréo)
Genes  <25ng/ml (n=31)  22,5ng/ml P <65 anos (n=21)  =65anos P
(n=15) (n=25)
IL-2 2,34(2,63) 2,89(3,75) 0,790* 3,02(3,97) 2,12(1,90)  0,695*
IL-6  1107,21(4275,00) 174,19(355,12) 0,137* 1667,7;;5140,0 76,58(253,13) 0,501*
IL-8 5,46(15,49) 34,94(119,24)  0,550*  26,57(101,23)  5,42(14,39) 0,766*
IL-17 0,65(0,90) 1,12(1,46) 0,502 0,64(0,97) 1,00(1,28)  0,491*
miR-126 1,89(2,80) 1,42(1,47) 0,860* 1,10(1,47) 2,28(2,95)  0,51*
miR146a 1,19(1,55) 1,32(2,15) 0,343" 0,63(0,72) 1,74(2,17)  0,01*
miR-155 0,74(0,89) 1,09(1,62) 0,972* 0,47(0,57) 1,18(1,44)  0,05*
miR181 9,28(16,92) 5,12(6,34) 0,535 4,37(5,30) 10,91(18,56)  0,83*
miR-223 3,52(5,98) 5,02(9,05) 0,770* 3,29(7,09) 521(7,18)  0,69*
*Teste T  ** Teste de Mann-Whitney

Comparamos também o nivel de expressdo dos genes e microRNAs

com o PSA pdés-operatério e com o indice de qualidade de vida dos pacientes.

Como demonstrado na tabela 8, o PSA pdés-operatdrio foi categorizado em <

1 ng/ml ou =2 1 ng/ml, e o indice de qualidade de vida, representados em 1

para os pacientes com escore < 4 e 2 para 0s pacientes com escore = 4.

Nessas comparac¢des encontramos significancia estatistica apenas para o

miR-126 que se mostrou significativamente mais expresso nos pacientes que

apresentaram PSA poés-operatorio <1ng/ml (p=0,015).
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Tabela 8 - Perfil de expressdo dos microRNAs e das interleucinas em
relacdo ao PSA poOs-operatério e a qualidade de vida

PSA p6s (ng/ml) Qualidade de vida
Média (desv. Padréo) Média (desv. Padréo)
Genes - -
<1ng/mi =1 ng/ml p Mediana Mediana p
(n=27) (n=19) (1=26) (2=17)
IL-2 2,23(3,02) 3,00(3,04) 0,147* 3752(13245,8) 2870(11821,9)  0,825*
IL-6 33,86(161,03) 1895,91(5372,22) 0,233* 20,6(94,2) 62,2(167) 0,789**
IL-8 2,02(2,54) 33,62(106,39) 0,696 5,3(15,3) 38,1(127,7) 0,535
IL-17 0,71(0,97) 0,95(1,32) 0,800* 0,6(1,1) 1,3(1,6) 0,236*
miR-126 2,18(2,83) 1,12(1,61) 0,015* 1,5(1,7) 1,3(1,5) 0,670*
miR-146a  1,33(1,73) 1,10(1,81) 0,289* 1,2(1,3) 1,4(2,3) 0,692*
miR-155 1,07(1,37) 0,55(0,73) 0,176* 0,8(1,2) 0,5(0,7) 0,383*
miR181 9,52(18,17) 5,66(5,62) 0,920* 1,1(1,3) 1,2(1,8) 0,931*
miR-223 4,92(8,57) 3,49(4,40) 0,664* 2,1(2,8) 3(5,2) 0,513*

*Teste T  ** Teste de Mann-Whitney

O IPSS foi categorizado de acordo com a sua média, dividindo os
pacientes em grupo 1 com escore de IPSS-AUA < 22 e outro grupo 2 com
escore IPSS-AUA = 22. Na categorizagcdo do IMC os pacientes foram
subdivididos em IMC < 25 Kg/m? e > 25 Kg/m?. A correlagdo entre a expressao
dos microRNAs e das interleucinas de acordo com o IPSS ndo demonstrou
diferenca estatistica significativa. Considerando o IMC encontramos que o
microRNA 155 apresentou maior expressao nos pacientes com IMC mais alto

(p=0,03) (tabela 9).
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Tabela 9 - Expressdo dos microRNAs e das interleucinas em relacdo ao
IPSS e ao indice de massa corpérea (IMC)

IPSS IMC
Média (desv. Padréo) Média (desv. Padrao)
Genes
1 2 p <25kg/m?2 225Kg/m? p
(n=33) (n=10) (n=5) (n=20)
IL-2 29,56(11810,8) 4876,9(15414) 0,677* 4,55(4,63) 2,96(3,49) 0,974~
IL-6 46,6(143,1) 2,1(2,8) 0,631*  3,12(3,65) 1806,47(5245,00) 0,201*
IL-8 21,1(92,4) 8,9(19,4) 0,684* 14,41(30,90) 6,85(12,97) 0,786*
IL-17 0,8(1,4) 1(1,2) 0,727* 0,19(0,13) 0,88(1,28) 0,929*
miR-126 1,4(1,5) 1,5(1,9) 0,908* 0,97(1,24) 1,49(1,36) 0,480*
miR-146a 1,4(1,9) 1(1) 0,509* 0,52(0,47) 1,41(1,92) 0,328*
miR-155 0,7(1) 0,6(0,9) 0,840* 0,18(0,10) 1,24(1,55) 0,030*
miR181 1,1(1,2) 1,2(2,2) 0,834* 6,09(7,83) 7,43(9,95) 1,00
miR-223 2,2(2,9) 3,4(6,3) 0,41* 2,33(3,02) 5,25(7,78) 0,277*
*Teste T  ** Teste de Mann-Whitney

A andlise do perfil de expresséo dos microRNAs e das interleucinas em

relacdo a presenca ou auséncia de Hipertensao arterial sistémica e aos niveis

de glicose, categorizados em < 100 mg/dl e > 100 mg/dl ndo apresentou

nenhuma diferenca significativamente estatistica.

demonstrados na tabela 10.

Os dados estdo
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Tabela 10 - Perfil de expressdo dos microRNAs e das interleucinas em
relacéo a presenca ou auséncia de hipertensado arterial sistémica e aos niveis

de glicemia
HAS Glicose
Média (desv. Padrao) Média (desv. Padrao)
Genes P
1-Auséncia 2-Presenca <100 mg/d| 2100 mg/d
(n=13) (n=12) (n=12) (n=12)

IL-2 3,41(3,67) 3,23(3,94) 0,974 2,30(1,63) 4,63(5,07) 0,439
IL-6  1459,53(4718,12) 1430,93(4941,16) 0,201* 1429,73(4941,54) 1582,21(4906,21) 0,141*
IL-8 10,31(19,28) 6,25(15,60) 0,786* 11,80(24,08) 5,21(7,35) 0,356*
IL-17 0,68(1,12) 0,79(1,28) 0,929* 0,34(0,22) 1,23(1,64) 0,630*
miR- 1,19(1,10) 1,60(1,55) 0,480* 0,94(0,94) 1,91(1,54) 0,106*
126
miR- 1,20(2,14) 1,26(1,31) 0,328* 0,72(0,75) 1,80(2,34) 0,166*
146a
miR- 0,91(1,08) 1,15(1,80) 0,870* 0,58(0,71) 1,55(1,86) 0,299*
155

miR181 5,22(6,01) 9,26(12,06) 0,415* 4,29(4,81) 10,41(12,19)  0,133*
miR- 5,44(8,78) 3,83(5,09) 0,936* 4,61(8,92) 5,02(5,49) 0,419*
223

*Teste T  ** Teste de Mann-Whitney

A andlise do nivel de expressdo dos microRNAs e interleucinas em

relacdo a dosagem dos triglicérides, onde os pacientes foram categorizados

em <150 mg/dl e 2150 mg/dl e o HDL, com categorizacdo dos pacientes em

<40 mg/dl e >40 mg/dl, estd demonstrada na tabela 11. Observamos diferenca

estaticamente significativa, apenas para a interleucina 8 que se mostrou mais

expressa nos pacientes com niveis menores de HDL (p=0,02).
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Tabela 11 - Expressao dos microRNAs e das interleucinas em relacdo aos
niveis de triglicérides e HDL

Triglicérides HDL
Gene Média (desv. Padréo) 5 Média (desv. Padréo) b
S <150 mg/dl =150 mg/dl <40 mg/dI 240 mg/dl
(n=15) (n=9) (n=7) (n=17)

IL-2 3,56(3,32) 3,16(4,68) 0,346* 3,53(5,26) 3,37(3,43) 0,322*
IL-6  1265,39(4398,07) 1906,93(5705,36) 0,121* 2568,72(6424,60) 1068,37(4143,61) 0,409*
IL-8 3,49(6,88) 16,85(26,38)  0,069*  20,91(28,90) 3,39(6,62) 0,024*
IL-17 0,64(1,10) 0,97(1,42) 0,191* 0,28(0,14) 1,02(1,43) 0,366*
rY11I2|§3 1,68(1,51) 0,99(0,92) 0,355* 2,31(1,90) 1,06(0,87) 0,240*
miR- 1,39(2,12) 1,05(1,11) 0,976* 1,16(1,49) 1,30(1,94) 0,975*
1462

nIISFé 0,93(1,54) 1,28(1,39) 0,788* 1,54(2,18) 0,87(1,08) 0,975*
nIéli 9,44(11,42) 3,85(3,76) 0,222* 8,72(9,50) 6,78(9,85) 0,546*
n;IZF:; 3,35(4,95) 7,26(9,87) 0,155* 5,54(6,03) 4,52(7,84) 0,325*

*Teste T  ** Teste de Mann-Whitney

De acordo com a analise da expressdo das interleucinas e dos
microRNAs em relacao aos niveis de colesterol total, onde os pacientes foram
subdivididos em <200mg/dl e 2=200mg/dl e com a relacdo
estrogeno/Testosterona (Es/Test), onde os pacientes foram categorizados em
pacientes com uma relagdo < ou igual a 5% (1) e >5% (2) nos grupos com
prostatite leve e prostatite severa, ndo observamos nenhuma diferenca

estatisticamente significativa (tabela 12).
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Tabela 12 - Expressao dos microRNAs e das interleucinas em relacdo aos
niveis de colesterol total e a relacdo estrégeno/testosterona

Colesterol Total Es/Test
Média (desv. Padrao) P Média (desv. Padréo) =
Genes 500 mg/dl =200 mg/d| 1 2
(n=17) (n=7) (n=11) (n=12)
IL-2 3,36(4,43) 3,50(2,28) 0,332* 4435,1(14696,2) 8127(18973,1) 0,61*

IL-6  2066,91(5669,83 143,69(372,95) 0,634*  57,6(175,5) 44,8(141,9)  0,856*

)
IL-8 9,74(20,27)  549(9,75

9,75)  0,391*  4,7(8,9) 14,9(26,8)  0,356**

IL-17 0,61(1,09) 103(142) 0,482 1(1,6) 15(19)  0,603*
mir-126  1,38(1,46) 154(1,09) 0,465 12(1) 15(14) 0,542
mir-1462  0,94(1,22) 2,03(2,70)  0,357* 2(2,7) 11(15)  0,339*
mir-155  1,04(1,61) 112(115)  0427*  08(1,0) 11(15) 0,670
mirisl  590(7,15)  10,86(13,99) 0,325* 1(0,8) 16(18) 0,737
mir-223  349(457)  805(11,33) 0172*  21(25) 436,1)  0,270*

*Teste T  ** Teste de Mann-Whitney
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5. DISCUSSAOQO
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5 DISCUSSAO

Dados na literatura apontam que o processo inflamatorio parece ter
relacdo com a génese da HPB, se ndo como papel direto, levando ao aumento
das células prostaticas, pelo menos na formacédo do meio ambiente propicio
ao desenvolvimento prostatico. Em nosso casuistica evidenciamos uma
presenca de prostatite histologica em 96% dos espécimes prostaticos
avaliados. Dos 48 pacientes incluidos no estudo, 22 possuiam grau leve de
prostatite e 24 possuiam grau intenso de prostatite, segundo analise
anatomopatoldgica feita, usando como parametros de classificacao o trabalho
de Jacques Irani et al.,, 1997 (70). Ndo encontramos nenhuma diferenca
estatisticamente significativa na comparacdo entre os dados clinico-
demograficos dos pacientes em relacdo aos graus de prostatite.

Diversas pesquisas da literatura tém relatado a grande importancia dos
mMiRNAs na regulacdo de uma série de processos bioldgicos, contribuindo
tanto para o desenvolvimento, como para a regulacdo do sistema imune (72).
Além da importancia dos miRNAs na diferenciacdo das células do sistema
imune, pesquisas indicam um papel relevante destas moléculas com o
controle da resposta inflamatéria (73). Dessa forma, nosso estudo teve como
objetivo avaliar a expressdo dos miRNAs 126, 146a, 155, 181 e 223, bem
como das interleucinas 2, 6, 8 e 17, no processo inflamatorio associado a
HPB.

Considerando a expressao dos miRNAs estudados nos pacientes com

HPB comparado ao grupo controle (tecido prostatico sem nenhum grau de
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prostatite), encontramos superexpressao dos miRNAs 155, 181 e 223, e uma
expressao heterogénea dos miRNAs 126 e 146a.

Até o momento, existem varios estudos associando a expressao
diferencial dos mMiRNAs no cancer de prOstata, mas poucos artigos
investigaram a regulacdo destas moléculas na HBP. Em nossa revisdo da
literatura, apenas dois estudos examinaram a expressao de miRNA na HBP e
controles saudaveis, sendo um deles realizado por nosso grupo, onde
encontramos a possivel associacdo entre a expressédo dos miRNAs 143 e 145
e a patogénese da HPB através da regulacdo de seus genes alvo (74, 75).
Entretanto, ainda néo foram realizados estudos envolvendo a expresséo de
microRNAs regulatérios do processo inflamatério associado a HPB.

O microRNA 126, especificamente nas células endoteliais, é capaz de
modular a angiogénese in vivo, e sua delecdo em ratos resulta em vazamento
vascular, hemorragias e letalidade embrionaria. Em estudo anterior realizado
por Nosso grupo, encontramos uma relacdo estatisticamente positiva do
mMiRNA 126 com a presenca de prostatite crénica histolégica em pacientes
com HPB (dados n&o publicados). No presente trabalho, este miRNA
apresentou uma expressao anarquica nas amostras de pacientes portadores
de HPB com prostatite comparado ao grupo controle. Entretanto, quando
subdividimos o0s pacientes entre grau de prostatite leve e intensa,
encontramos maior expressdo do miR-126 nos pacientes com prostatite
intensa (p=0,040). De acordo com os dados clinicos patolégicos dos
pacientes, encontramos maior expressdo do miR-126 no grupo de pacientes

que apresentaram PSA pdés-operatério <1ng/ml (p=0,015).
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Al-Kafaji et al., identificou uma acentuada reducéo na expressdo do
miR-126 em amostras de sangue de pacientes cancer de préstata em
comparacao com amostras sanguineas de pacientes com HPB (76). Isso nos
faz supor, que a alta expresséo deste miR pode estar associada ao processo
inflamataorio relacionado a génese da HPB, o que foi corroborado pelos nossos
achados de superexpressdo em nossa casuistica de pacientes com prostatite
intensa.

Outro importante miRNA associado ao processo inflamatorio € o miR-
146a. Foi demonstrado uma maior expressdao de miR-146, quando células
eram estimuladas com lipopolissacarideos bacterianos e citocinas, incluindo
IL-1B e TNF-ALPHA (77). Este miRNA através da inibicdo de IRAKI1 E
TRAF6, também pode promover um feedback negativo na producéo de IL 8 E
IL 6, tendo assim um importante controle na resposta imune (78). Em um
estudo que analisou a regulacdo da inflamacdo na retina de pacientes
diabéticos, foi encontrado que a desregulacéo do nivel diario de microRNA146
e sua diminuicdo no controle inflamatdrio tinha potencial implicacbes no
desenvolvimento de retinopatia diabética (79).

Em nossa casuistica, este miRNA apresentou expressao heterogénea
com subexpressao em 52% das amostras de pacientes portadores de HPB
com prostatite. Outro achado importante, foi a maior expresséo deste miR nos
pacientes com >65 anos (p=0,01). Em recente trabalho publicado por
Nakamural et al. (80) foi demonstrado que a regulag&o positiva do miR-146a

foi associada com a inflamacao crénica da préstata de animais.
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O miRNA 155, localizado no cromossomo 21, também possui
importancia na regulacao dos processos inflamatorios (67). Em trabalho que
avaliou o papel de tal microRNA no controle do processo inflamatorio em
pacientes portadores de artrite gotosa aguda, foi demonstrado que esse
microRNA se encontrava super-regulado no liquido sinovial de pacientes
portadores de gota, porém sua hiper-expressdo estava associada ao
desencadeamento da cascata de inflamacdo e na producdo de pro-
inflamatorias citocinas.

Em nosso trabalho este o miR-155 apresentou superexpressao ha
maioria das amostras dos pacientes portadores de HPB com prostatite.
Quando comparamos a expressao deste miR de acordo com o grau de
prostatite, observamos maior expressao no grupo de pacientes com prostatite
intensa, porém sem significancia estatistica. Além disso, este miR apresentou
maior expressao no grupo de pacientes com >65 anos (p=0,05) e com
pacientes que apresentavam IMC >25kg/m? (p=0,030). Em trabalho conduzido
por Guo et al. (81), avaliou o perfil de expressdo do miR-155 em amostras de
cancer de préstata e correlacionou com dados clinicos patolégicos dos
pacientes, tais como idade, IMC, volume tumoral, estadiamento, metastases
linfonodais entre outras. Como resultado, encontraram maior expressao deste
MIR nos tumores em comparagdo com o tecido adjacente e essa expressao
correlacionou-se positivamente com o0 estadiamento, volume tumoral e
presenca de metastase linfonodal. Em nosso trabalho também encontramos

superexpressao do miR-155 em HPB, porém encontramos essa interessante
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associacao entre a expressao e o0s pacientes mais velhos e com maior IMC,
gue ainda nao foi demonstrada na literatura.

Pesquisas in vitro ja demonstraram que o miRNA 181 possui um papel
importante na regulacdo do desenvolvimento de células T, bem como no
controle da expressao de seus receptores (TCR) (66). O microRNA 181 tem
se mostrado com um importante papel na resposta inflamatéria. Sun et al.,
demonstraram que o mMiR-181 tem um importante papel na resposta
inflamatoria no endotélio celular, e que esta envolvido na faléncia cardiaca
cronica, devido a individuos idosos apresentarem uma reduzida expressao
dos miR-181, facilitando uma desregulacéo do sistema imunologico (82).

Em nosso trabalho, o miR-181 apresentou superexpressao na maioria
das amostras de pacientes portadores de HPB com prostatite. Nenhum
trabalho na literatura avaliou a expressdo do miR-181 especificamente na
HPB. Em recente trabalho, Virtue et al. (83) demonstraram que a
desregulacéo da expressao do miR-181 estd associada ao desenvolvimento
de inflamacdo, de obesidade e resisténcia a insulina em camundongos.
Interessantemente, em nosso trabalho, encontramos maior expressao do
miR-181 em pacientes que apresentavam prostatite intensa, que possuiam
maior peso prostatico, que eram mais velhos, que possuiam IMC elevado, que
apresentavam hipertensao arterial, niveis de glicemia e colesterol elevados.
Todas essas associacdes, embora sem significancia estatistica, apontam o
importante papel do miR-181 na regulagdo do metabolismo e inflamacéao.

Em nosso trabalho encontramos superexpressao do miR-223 em 73%

dos pacientes que possuiam prostatite associada a HPB. O miR- 223 tem se
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revelado um importante regulador da resposta imunoldgica. Trabalhos em
ratos mutantes mostraram que quando os receptores de miRNA 223 foram
bloqueados, estes animais desenvolviam uma resposta inflamatoria
importante, principalmente nos pulmdes; e uma destruicdo tecidual
exuberante quando expostos a endotoxinas como LPS (lipopolissacarideos)
(68).

Este miRNA parece exercer uma regulacdo negativa na proliferacéo e
diferenciacdo dos neutréfilos, exercida pela atuacdo no fator de transcricdo
Mef2c. Também foi demonstrado que o miR-223 € expresso apenas em
neutroéfilos e macréfagos e ndo por linfécitos e mondcitos e isso se da devido
a regulacao dos fatores de transcricao (84).

O papel deste miR associado a HPB ainda é pouco explorado.
Entretanto, Sharova et al. (85) investigaram possiveis mMiRNAs que poderiam
ser usados como marcadores de diagnostico para o CaP. O mir-223 foi
diferencialmente expresso entre as amostras de HPB e CaP, apresentando
maior expressao nas amostras de pacientes com HPB. Em nosso trabalho, a
expressdo deste miR foi maior em pacientes que possuiam prostatite severa
em comparacdo com prostatite leve, embora sem significancia estatistica.
Dessa forma, acreditamos que o0 miR-223 possa ser importante para a génese
da HPB, possivelmente através dos mecanismos de regulacdo da inflamacao.

Em relacdo as interleucinas analisadas em nosso trabalho, a IL2 e a
IL6 apresentaram superexpressao na maioria das amostras de pacientes com
HPB com presenca de prostatite. J& a IL8 e a IL17 apresentam maior

subexpressao nesses mesmos pacientes. De acordo com o grau de prostatite



47

e com os fatores clinicos patolégicos, nenhuma interleucina apresentou
correlacéo estatisticamente significativa.

A IL2 esta relacionada a resposta imune e a promocéao da proliferacéo
e diferenciacéo de linfécitos T (86). Huang et al. (87) demonstraram que o0s
niveis de expressdo génica e proteica de IL2 sdo significativamente maiores
em amostras sanguineas de pacientes com CaP e com HPB associada a
prostatite em comparagdo com amostras de pacientes que possuiam apenas
HPB. Em nosso trabalho encontramos também maior expressdo desta
interleucina em pacientes que possuiam algum grau de prostatite associado
a HPB, em relacdo a pacientes sem prostatite.

A IL6 esta associada ao desequilibrio que ocorre entre o sistema
nervoso, enddécrino e imunoldgico que inicia um sinal de crescimento alterado
do cérebro para a préstata, ocasionando efeitos adversos, como a inflamacao
(88). Foi demonstrado que existe uma maior expressao desta IL em pacientes
portadores de HPB quando comparado a pacientes nao portadores (89). Em
nosso trabalho ndés também demonstramos superexpressdo da IL6 em
pacientes com HPB com presenca de prostatite. Quando subdividimos os
pacientes de acordo com o grau de prostatite, encontramos maior expressao
de IL6 em pacientes com prostatite intensa, porém sem significancia
estatistica.

Alguns trabalhos j& investigaram a relagdo da interleucina 8 com os
tecidos prostaticos. Em um destes estudos, tecidos prostaticos eram tratados

com solucdo recombinante de IL-8, que apresentou uma maior proliferacéo
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do tecido estromal com epitelial da préstata, comparados com tecidos
prostaticos sem a utilizagcdo da mesma interleucina (29).

Outro estudo avaliou o papel da IL8 como indutor da reacao estromal
da zona transicional da prostata. Foi demonstrado que existia uma maior
expressdo de IL8, em tecidos estromais na zona de transicdo da prostata,
comparados com tecido prostatico normal. Dessa forma conclui-se que a IL8
atua na promocado e regulacdo da proliferacdo estromal na HPB (90).
Entretanto, em nossa casuistica a IL8 apresentou um padrdo de
subexpressao nos pacientes com HPB com presenca de prostatite. Além
disso, quando subdividimos os pacientes de acordo com o grau de prostatite,
esta interleucina foi mais expressa em amostras de pacientes que possuiam
prostatite leve. Especulamos, que talvez a IL8 possa estar sendo regulada
pelo miR-146a, uma vez que esse gene € alvo desse miR em outros tecidos.
Entretanto para que se confirme tal suposicdo, sdo necessarios ensaios
funcionais.

Apesar da dificuldade técnica que tivemos para andlise da IL17, nos
pacientes onde conseguimos obter sua expressao, este gene apresentou-se
predominantemente subexpresso nas amostras de HPB com prostatite. De
forma contraria aos nossos resultados, Gao et al. (91), encontraram maior
expressdo génica e proteica da IL17 em amostras de HPB com inflamacéo
comparado a amostras de HPB apenas. Os autores inferem que a maior
expressdo de IL17 nos pacientes com HPB com inflamagédo pode estar

associada ao desenvolvimento e progressao da HPB.
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Varios trabalhos tém estudado a relacdo da sindrome metabdlica com
a HPB. Hammarsten e Peeker, 2011 publicaram o primeiro estudo prospectivo
avaliando a relacdo do volume prostatico e componentes individuais da
sindrome metabdlica em 158 homens com HPB, onde ficou elucidado que
hipertenséao arterial, obesidade, altos niveis de insulina e baixos niveis de
colesterol HDL eram fatores de risco para o desenvolvimento de HPB (25).

Esse trabalho analisou os niveis de colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL, indice de massa corpérea e presenca de hipertenséo arterial,
porém nao encontramos diferencas estatisticas em relacdo a esses
parametros e ao volume prostatico, presenca ou auséncia de prostatite, bem
como em relacdo aos graus de prostatite.

A compreensdo da relacdo entre a sindrome metabdlica e seus
componentes e o desenvolvimento ha HPB, seria de extrema importancia na
prevencdo, diagnostico e tratamento da doenca, uma vez que esses fatores
possuem carater modificavel, o que beneficiaria o controle de tal patologia.

Sabemos que a presenca de testosterona e di-hidrotestosterona sao
fatores essenciais para o aumento da préstata, uma vez que a mesma néao se
desenvolve em pacientes com deficiéncia da 5-alfa-redutase e em eunucos
(92). Em nosso trabalho avaliamos os niveis de testosterona total e estrégeno
em relacdo aos graus de prostatite, porém ndo encontramos relacédo
significativa.

Consideramos que o numero de pacientes incluidos em nosso estudo
foi relativamente pequeno. Entretanto, tentamos ser bem criteriosos quanto

aos critérios de exclusdo. Esse fato pode ter contribuido para a auséncia de
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significancia estatistica de acordo com o grau das prostatite e na avaliacdo
dos parametros clinicos. Da mesma forma, a inclusédo apenas de pacientes
cirdrgicos restringe a aplicacdo destes dados para toda populacdo de
pacientes com HPB.

Do ponto de vista molecular, a analise do perfil proteico dos genes aqui
estudados poderia fornecer melhor validacdo dos resultados analisados,
assim como a realizacdo das analises em um maior nimero de pacientes. Os
ensaios funcionais in vitro também seriam importantes, uma vez que
poderiamos controlar o processo inflamatério tecidual, expondo linhagens
celulares precursoras de HPB em meio composto por células inflamatérias,
bem como o controle dos microRNAs, para uma completa elucidacdo da
relacdo dos microRNAs com o processo inflamatério e sua relacdo com o
desenvolvimento da Hiperplasia Prostatica.

Em resumo, a expressao desregulada dos miRNAs e dos genes aqui
estudados, podem estar envolvidos no desenvolvimento do processo de
prostatite e da HPB. Entretanto, o mecanismo especifico dessa relacéo ainda
precisa ser determinado e acreditamos que 0 presente estudo fornece bases

para investigacdes adicionais sobre essa regulagao.
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6. CONCLUSOQOES
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Os microRNAs 126 e 146a apresentaram superexpressao nas amostras
de HPB associada a prostatite, enquanto que os miRs 155, 181 e 223,
apresentaram subexpressdo. Em relacdo as interleucinas, a IL2 e a IL6
apresentaram superexpressdao na maioria dos pacientes portadores de
prostatite, enquanto que a IL8 e a IL17 apresentaram maior subexpressao nesse
mesmo grupo de amostras.

Na comparacao entre o nivel de expressdo dos genes e miRNAs e a grau
de prostatite, encontramos associacao significativamente estatistica apenas
para o0 miR-126 que apresentou maior expressao no grupo de pacientes com
prostatite intensa.

De acordo com os fatores clinicos patolégicos, encontramos que 0S
mMiRNAs 146 a e 155 apresentam expressdo significativamente maior em
pacientes mais velhos, o miR-126 encontra-se mais expresso em pacientes que
apresentam PSA pés-operatério <lng/ml, o miR-155 apresentou maior
expresséo nos pacientes com IMC mais alto e a IL-8 se mostrou mais expressa

nos pacientes com niveis menores de HDL.
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