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Resumo

Silva, PR. Avaliacao da expressao génica dos coativadores da familia p160 na progressao
do carcinoma prostatico [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Séo Paulo; 2022,

INTRODUCAO: O céncer de prostata (CaP) é um tipo de tumor que apresenta alta
dependéncia de andrdgenos para a sua progressdao. Em média, 35% dos casos
diagnosticados evoluem para a resisténcia a castracdo, conferindo pior prognostico e
diminuicdo da taxa de sobrevida. Na tentativa de bloquear essa condi¢cdo, comumente se
faz o uso de terapias de privacdo androgénica. Entretanto, quando a doenca adquire um
fenotipo resistente, essas terapias deixam de ser eficazes. Alguns coativadores de
androgeno, como 0s que constituem a familia pl160 (SRC-1, SRC-2 e SRC-3),
influenciam na transativacdo do receptor de andrégeno e frequentemente sao
identificados desregulados, nos casos com fendtipo resistente a castracdo. OBJETIVOS:
Avaliar os niveis de expressdo génica dos coativadores p160 (SRC-1, SRC-2 e SRC-3)
nos espéecimes clinicos de CaP. Correlacionar os niveis de expressdo génica com os dados
clinico patoldgicos dos pacientes. MATERIAIS E METODOS: De forma retrospectiva,
selecionamos 44 amostras de tecido prostatico de pacientes com carcinoma prostatico
clinicamente localizados, submetidos a prostatectomia radical. Todos apresentaram
recidiva bioquimica e realizaram tratamento hormonal. Nove desses pacientes evoluiram
com boa resposta a terapia e 35 progrediram para resisténcia ao horménio, com elevacao
dos niveis de antigeno prostatico especifico (PSA). Para o grupo controle foram utilizadas
amostras teciduais de cinco pacientes sem diagnostico de cancer, provenientes de zona
periférica da préstata. Para analise dos niveis de expressdo génica dos coativadores,
obtivemos o RNA total das amostras através de métodos convencionais de extragdo. Em
seguida realizamos a anélise de qPCR, utilizando primers especificos para os genes
selecionados. RESULTADOS: Encontramos uma superexpressao dos genes SRC-1 (p =
0,0482), SRC-2 (p = 0,0028), SRC-3 (p = 0,0330) e RA (p<0.0001) nos casos de CaP,
quando comparados ao grupo controle. Ao avaliar os niveis de expressdo dos coativadores
apenas nos tecidos tumorais, identificamos que o aumento dos niveis de expressao dos
genes SRC-1, SRC-2 e SRC-3, foi correlacionado ao aumento da expressdo de RA de
forma significativa. Ainda associamos os dados obtidos através da expressdo com 0s
fatores clinico patoldgicos dos pacientes diagnosticados com CaP. Dessa forma,
identificamos uma associagdo entre niveis elevados de PSA (> 10ng/mL), e a
superexpressdo dos genes SRC-1 (p = 0,0236), SRC-2 (p = 0,0284) e SRC-3 (p =0,0170).
Através da regressdo linear, observamos a correlagdo significativa das SRCs com o
aumento dos niveis de PSA. A expressdo dos coativadores foi responsavel por cerca de
60% do aumento dos niveis desta molécula. Identificamos também associacao entre alta
expressdo dos coativadores SRC-1 (p = 0,0323), SRC-2 (p = 0,0181) e SRC-3 (p =
0,0501), e maior escore de Gleason (> 7). Ainda identificamos que uma maior expresséo
dos genes SRC-2 (p = 0,0044) e SRC-3 (p = 0,0188), se associava a um maior volume
tumoral (> 15 mm?). Para finalizar encontramos uma menor expressdo dos genes SRC-1
(p = 0,0060), SRC-2 (p = 0,0056), SRC-3 (p = 0,0172) e RA (p = 0,0184) nas amostras



teciduais de pacientes que evoluiram para o fendtipo resistente a castragdo.
CONCLUSAO: Nossos resultados demonstraram que a desregulacio dos coativadores
SRC-1, SRC-2, SRC-3 e do gene RA, pode estar envolvida no processo de progresséo da
doenca. A expressdo dos genes foi associada aos niveis elevados de PSA, elevacdo da
graduacdo histoldgica e aumento do volume tumoral. Dessa forma acreditamos que 0s
coativadores SRC-1, SRC-2, SRC-3, quando avaliados em conjunto, poderiam contribuir
com os fatores patolégicos ja disponiveis na defini¢cdo do prognostico de pacientes com
CaP.

Descritores: Androgenos; Expressdo génica; Fendtipo; Neoplasias da prostata;
Progresséo da doenca.



Abstract

Silva, PR. Evaluation of gene expression of pl160 family coactivators in prostate
carcinoma progression [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sdo Paulo”; 2022.

INTRODUCTION: Prostate cancer (PCa) is a kind of tumor that is highly dependent on
androgens for its progression. On average, 35% of diagnosed cases evolve to castration
resistance, leading to a worse prognosis and decreased survival rate. In an attempt to block
this condition, androgen deprivation therapies are commonly used. However, when the
disease acquires a resistant phenotype, these therapies are no longer effective. Some
androgen coactivators, such as those constituting the p160 family (SRC-1, SRC-2, and
SRC-3), influence androgen receptor transactivation and are often identified dysregulated
in cases with a castration-resistant phenotype. OBJECTIVES: To evaluate the gene
expression levels of p160 coactivators (SRC-1, SRC-2, and SRC-3) in clinical specimens
of PCa. Correlate the gene expression levels with the clinical-pathological data of the
patients. MATERIALS AND METHODS: We retrospectively selected 44 prostate
tissue samples from patients with clinically localized prostate carcinoma who underwent
radical prostatectomy, all of whom had a biochemical recurrence and underwent hormone
treatment, nine of these patients evolved with good response to therapy, and 35 progressed
to hormone resistance, with elevated levels of prostate-specific antigen (PSA). For the
control group, tissue samples from five patients without cancer diagnosis from the
peripheral zone of the prostate were used. To analyze the gene expression levels of
coactivators, we obtained total RNA from the samples by conventional extraction
methods, then performed gPCR analysis using specific primers for the selected genes.
RESULTS: We found an overexpression of SRC-1 (p = 0.0482), SRC-2 (p = 0.0028),
SRC-3 (p =0.0330) and RA (p<0.0001) genes in CaP cases when compared to the control
group. When evaluating the expression levels of coactivators only in tumor tissues, we
identified that the increased expression levels of SRC-1, SRC-2, and SRC-3 genes, was
significantly correlated with increased expression of AR. We further associated the data
obtained through expression with the clinicopathological factors of patients diagnosed
with PCa. Thus, we identified an association between elevated PSA levels (> 10ng/mL)
and the overexpression of SRC-1 (p = 0.0236), SRC-2 (p = 0.0284) and SRC-3 (p =
0.0170) genes. We observed the significant correlation of SRCs with increasing PSA
levels through linear regression. The expression of coactivators was responsible for about
60% of the increase in the levels of this molecule. We also identified association between
high expression of SRC-1 (p = 0.0323), SRC-2 (p = 0.0181) and SRC-3 (p = 0.0501)
coactivators, and higher Gleason score (> 7), we also identified that a higher expression
of SRC-2 (p = 0.0044) and SRC-3 (p = 0.0188) genes, was associated with higher tumor
volume (> 15 mm3). To conclude we found lower expression of SRC-1 (p = 0.0060),
SRC-2 (p = 0.0056), SRC-3 (p = 0.0172) and AR (p = 0.0184) genes in tissue samples
from patients who evolved to the castration-resistant phenotype. CONCLUSION: Our
results demonstrated that downregulation of SRC-1, SRC-2, SRC-3 coactivators, and the
RA gene might be involved in the disease progression process. The expression of the



genes was associated with elevated PSA levels, increased histological grade, and
increased tumor volume. Thus we believe that the SRC-1, SRC-2, SRC-3 coactivators,
when evaluated together, may help define the prognosis of patients with PCa.

Descriptors: Androgens; Disease progression, Gene expression, Phenotype, Prostatic
neoplasms.
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1. INTRODUCAO
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1.1.Cancer de Prostata

O céncer é um grande problema de salde publica no mundo, sendo ele uma das
principais causas de morte precoce (antes dos 70 anos de idade) na grande maioria dos
paises. A incidéncia e a mortalidade pela doenca vém aumentando com o passar dos anos.
Isso se da devido a alguns fatores, como o0 aumento da expectativa de vida, crescimento
populacional, fatores de risco (genética) e até mesmo a mudancas no estilo de vida (1).

O céncer de proéstata (CaP) é o segundo tipo de tumor mais frequente em homens
e a quinta causa de morte no mundo (2), com estimativa de aproximadamente 1,4 milhdo
de novos casos e aproximadamente 375 mil mortes em escala mundial (3). Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil foram estimados para o triénio de 2020-
2022 a ocorréncia de aproximadamente 66 mil novos casos a cada ano (4), o que
corresponde a cerca de 29,2% dos tumores diagnosticados em homens, e com uma
projecao de aproximadamente 15 mil ébitos no ano de 2019 (5).

A grande maioria dos diagndsticos sdo dados para pacientes com idade superior
ou igual a 65 anos, sendo 80% dos casos em homens com idade superior ou igual a 80
anos e de 10 a 15% dos casos com idade por volta dos 50 anos (6, 7). Acredita-se que o
aumento do diagndstico de CaP para homens mais velhos seja devido ao aumento da
expectativa de vida e ao aumento do rastreamento da doenca, através de exames como o
antigeno prostético especifico (PSA). O risco para o desenvolvimento da doenca é
aumentado ap6s 0s 50 anos de idade para homens brancos sem historico familiar, e apés

0s 40 anos em homens negros ou com historico familiar para o CaP (8).

Usualmente os casos de CaP séo detectados através do rastreamento (9), que em
sua fase inicial apresenta evolucdo lenta e silenciosa, podendo também apresentar
sintomas nao especificos assemelhando-se ao desenvolvimento da Hiperplasia Prostatica
Benigna (HPB) (10). Apesar de que a sobrevida em cinco anos seja de aproximadamente
100% em homens diagnosticados com CaP localizado, isso diminui significantemente
(para cerca de 30%) entre os homens diagnosticados pela primeira vez com a forma
metastatica da doenca (11), mostrando-nos assim a importancia da prevencdo e a
realizacdo do rastreamento.

O rastreamento de CaP é realizado inicialmente através de toque retal e dosagem
de PSA e posteriormente, a fim de confirmacdo diagndstica, é realizada bidpsia, guiada
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por ultrassonografia transretal e estudo histoldgico (10, 12). Nos udltimos anos a
Ressonancia Magnética Multiparamétrica vem sendo utilizada para melhorar a acuracia
da biopsia. Esse exame é um método importante para a localizacéo de areas suspeitas para
o CaP, principalmente em pacientes com biopsias prévias negativas (13, 14).

O prognéstico para o CaP depende de fatores clinicos patoldgicos, que sdo
utilizados para prever falha no tratamento, incluindo dosagem de PSA, escore de Gleason,
estadio patologico e volume tumoral (15). A classificacdo do escore de Gleason é baseada
no padrdo histoldgico das células, arranjo celular e grau de diferenciacdo celular. O
diagnédstico final é dado pela soma dos valores dos dois focos neoplésicos mais
representativos do tumor (16, 17). Nos ultimos anos a Sociedade Internacional de
Patologia Uroldgica (ISUP) propds uma nova graduacdo histolégica derivada do escore

de Gleason. Esse sistema atribui grupos de 1 a 5 (Figura 1).
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Figura 1. Classificacdo histologica de ISUP baseada no escore de Gleason.

A escolha da terapia depende do estdgio tumoral e das condicdes clinicas dos
pacientes. Nos Gltimos anos muito se tem discutido sobre a vigilancia ativa (VA). Em
casos de CaP de baixo risco e alguns de risco intermediario, a VA € uma op¢édo para 0s
pacientes (23). Em pacientes diagnosticados com carcinoma prostatico localmente
avancado e/ou ndo elegiveis para o tratamento por VA, é recomendado a realizacdo da
prostatectomia radical (PR) ou radioterapia como tratamento curativo (25). Cerca de 27



17

a 53% dos pacientes submetidos a PR, sofrem recorréncia bioquimica, ou seja, aumento
dos niveis de PSA (22, 26) de > 0,2 ng/ml apds a PR (27), indicando uma possivel

progressao da doenca.

1.2.Biologia Molecular do Cancer de Prostata

O CaP primario apresenta uma alta complexidade para o seu diagnostico, devido
a sua natureza ser multifatorial, com mdaltiplos focos tumorais e morfologicamente
distintos (18, 19). Estudos ja& demonstraram que o CaP apresenta uma alta
heterogeneidade, que pode promover uma doenca mais agressiva, que evolui de uma
patologia indolente até uma patologia incuravel, tornando até mesmo a sua terapéutica
limitada (20), além de existir diferencas no panorama genético nos diferentes estagios
patoldgicos da doenca (21). Essa heterogeneidade, além da interpaciente, ainda pode ser
classificada como intratumoral (dentro de um determinado tumor primario) e intertumoral

(focos tumorais distintos e diferentes locais metastaticos) (22-24).

Sabe-se que as mutacOes decorrentes do CaP sdo associadas a mutagdes
somaticas. Acredita-se que cerca de 89% dos tumores metastaticos resistentes a castracdo
tenham uma mutacdo em potencial na linhagem somatica, contra cerca de 9% das
mutacdes presentes na linhagem germinativa (25). Alteracdo no receptor de andrdégeno
(RA), como mutagOes, amplificagcOes, variantes estruturais estdo associadas ao

desenvolvimento da resisténcia a castracao (26, 27).

Frequentemente sdo identificadas mutacfes nos genes envolvidos com o reparo
de dano de DNA. Das alteragbes mais comuns, destacam-se as presentes nos genes
BRCA1 e BRCAZ2, que estdo envolvidas no reparo de recombinacdo homologa, gene
ATM que é um ponto de verificagdo ao dano de DNA e, de forma indireta ativa, o reparo
de recombinagdo. Alteragdo ou perda funcional nesses genes estdo associadas a uma
maior agressividade do CaP (28, 29). Alem disso, ja foi demonstrado que a presenca de
mutacgdes nos genes BRCA1, BRCA2 e ATM levam a uma maior letalidade nos casos de
CaP (28).

Dificilmente s&o identificados polimorfismos de nucleotideo unico na fase inicial
do CaP. Nesse estagio costuma ser identificado um acimulo de rearranjos estruturais e

gendmicos (30). Cerca de 15% dos casos apresentam mutacGes ou ganho no gene
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FOXAL, também sdo identificadas nos casos localizados da doenca, dele¢bes no gene
PTEN e mutagOes no gene TP53 em 10-20%. Essa frequéncia aumenta para mais de 50%
quando se analisam os casos avangados da doenca (31). Além disso, delecdes e mutacdes
no PTEN estdo presentes em cerca de 40% dos casos de pacientes com CaP resistente a
castracdo (CPRC) (32); 20-30% dos casos apresentam mutacdes no oncogene MYC
(33).;20-50% dos casos apresentam mutacGes nos genes RB1 e TP53 (21, 34). A perda
de RB1 esta associada a um pior prognostico (34). Comumente, a progressao do CaP esta
associada a desregulacao dos genes adicionais implicados no controle do crescimento e

na estabilidade genética (30).

1.3. Céancer de Prostata Resistente a Castracéo

Sabe-se que o CaP apresenta uma alta dependéncia de androgenos para a sua
progressdo, assim, uma estratégia terapéutica muito utilizada na pratica clinica é a
privacdo de andrdégenos (35). Dessa forma, as terapias de castracdo mostram-se efetivas,
em seu estagio inicial, gerando regressdo clinica e respostas bioquimicas rapidas como
declinio dos niveis de PSA em cerca de 80-90% dos pacientes com metéstase (36, 37).
Entretanto, apds cerca de 2-3 anos, a doenca podera progredir para um estagio de CPRC,
0 que acarreta em pior progndstico dos pacientes, diminuindo a taxa de sobrevida em 16-
18 meses a partir do inicio da progressao (38, 39).

Ainda ndo se sabe por que o CaP evolui para CPRC, sendo essa a indagacao de
uma série de estudos. Entretanto, acredita-se que durante a transicdo de um fendtipo
dependente para um fen6tipo resistente, ocorra uma selecdo de células resistentes que
crescem e repovoam o tumor (40). Ja se sabe que amostras tumorais de CRPC apresentam
varios mecanismos em que a via de sinalizacdo androgénica pode ser ativada na presenca
de terapias de privacdo androgénica (41). A progressdo da doenga é comumente
identificada através do aumento dos niveis de testosterona nos pacientes castrados,
sinalizando assim a transi¢éo para a resisténcia a castragao (42).

Dos mecanismos que podem justificar essa progressdo, estdo correlacionadas
mutacdes em nivel do RA (43), superexpressdo do gene RA (44), aumento da expressao
de proteinas que atuam como coativadores transcricionais (43), além da regulagéo
positiva das enzimas envolvidas na sintese de androgenos como CYP17a—hidroxilase e

C17-20-liase (CYP17) (45). Assim, acredita-se que diversas vias estejam envolvidas na
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patogénese do CPRC, as quais sdo potenciais alvos de algumas drogas de terapia de
privacdo androgénica (TDA), interferindo na via de RA, ou na inibi¢do de CYP17, assim
bloqueando a sintese de andrégenos (46).

Dentre os farmacos utilizados encontra-se o Acetato de Abiraterona, que inibe a
sintese androgénica através da inibicdo de CYP17A1 (47). A inibicdo dessa enzima,
possivelmente diminui a producdo de andrdgenos suprarrenais e intratumorais, assim
reduzindo a disponibilidade de ligantes de andrdgenos para RA em células tumorais (48).

Outro farmaco amplamente utilizado € a Enzalutamida, que é um potente inibidor
oral da via de sinalizacdo de RA, através da inibicdo da ligacdo ligante/receptor,
translocacdo nuclear de RA ativado e inibi¢do da transcricdo nuclear regulada por RA
(49).

Utiliza-se também quimioterapicos baseados em taxanos como Docetaxel e
Cabazitaxel,, na tentativa de reverter a progressdo. Esses farmacos atuam na interrup¢do
da funcdo dos microtibulos seguida de inibicdo mitética (50). Até o ano de 2009, o
Docetaxel era a unica terapia disponivel para os individuos com CPRC (51),
posteriormente, a eficacia de outros farmacos foi comprovada, como Cabazitaxel,
imunoterapia com Sipuleucel-T, Pembrolizumab, Flutamida e Radium-233.

Embora a medicina esteja em constante avango e com a descoberta de novas
terapias eficazes para o tratamento de CPRC, levando a uma melhora na taxa de
sobrevida, 0 mesmo ainda se mantém sensivel a inibicdo a via de RA (52). Devido a
diminuicdo da atividade de RA, ocorre o surgimento de outros mecanismos associados a
resisténcia, como a modulacdo dos coativadores de RA. Os canceres que apresentam
resisténcia inicial a essa abordagem devem ser mais dependentes de modificaces pds-
traducionais de RA e sinalizacdo oncogénica alternativa. Além disso, a descoberta de que
a RA reprime mediadores oncogénicos criticos explica a observagdo clinica de que um
subconjunto de pacientes se torna rapidamente resistente a terapia hormonal e néo

responde a novos antiandrogénicos (53).

1.4. Coativadores de Receptor de Andrdgeno

Os coativadores (cofatores) de RA séo proteinas que interagem com o RA e

aumentam (coativadores) e/ou reduzem (correpressores) o processo de transativacao,
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todavia ndo apresentam efeito significativo na taxa de transcricdo basal, logo, nédo
possuem capacidade intrinseca de ligacdo ao DNA. Por outro lado, os coativadores
induzem a transcricdo mediada por RA, levando a estabilidade de RA, formacao de
homodimero, translocacdo nuclear, remodelacdo da cromatina, recrutamento de fatores
de transcricdo gerais, incluindo RNA polimerase 11, aléem de aumentar a capacidade do
RA aumentar, de forma direta, a expressao de genes (54, 55).

Acredita-se que os cofatores de RA sdo importantes para a patogénese decorrente
da sinalizagé&o androgénica, principalmente pela sinalizagdo desempenhar um importante
papel na tumorigénese e progressao do CaP (56). Dessa forma, a desregulacdo dos
coativadores de RA tende a aumentar com a progressdo tumoral, estando intimamente
correlacionados com a agressividade e um pior progndstico, alem de poder contribuir para
a progressédo do CPRC. Portanto, os mecanismos moleculares que confirmam a expressdo
e funcdo anormal dos coativadores de RA, e suas interacbes com RA, sdo amplamente

investigados como possiveis novos alvos terapéuticos (57, 58).

Os coativadores de receptores nucleares tém uma variedade de papéis no CaP,
bem como na fisiologia normal (59). Ja foi demonstrado que muitos coativadores estdo
associados a estimulacdo dependente de RA, como um mecanismo de resisténcia a
castracdo, principalmente no que se diz respeito a perda de funcédo repressiva ou ganho

de funcéo de ativacéo (60, 61).

1.4.1. Coativadores familia p160

A familia p160/receptor coativador de esteroides, representada pelo subconjunto
da familia nuclear (NCOA), consiste em trés correguladores de transcricdo conservados
evolutivamente: SRC1 (NCOA1l), SRC2 (NCOA2/TIF2/GRIP1) e SRC3
(NCOAZ3/AIB1/pCIP/RAC3/ACTR/TRAM-1) (62). Ja foi demonstrado que a familia
pl160, influencia diretamente na transativacdo do RA pela via da atividade intrinseca da
histona acetiltransferase (HAT) (63), além de alteracGes nos genes p160 em casos de
CPRC (64).

A familia p160 realiza a promocéo da carcinogénese atraves de maultiplas vias,

bem como promove a transcrigdo génica através da interacdo com quinases, fosfatases,
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ubiquitina quinase, HAT e histona metiltransferase, através da modulagdo da expressdo
génica controlada por uma série de fatores de transcricdo de receptores nucleares (NRS)
e por fatores ndo NRs, regulando assim diversas fungoes fisiologicas (65).

A expressao dos genes da familia p160 sdo amplamente estudadas em uma série
de tumores, inclusive no CaP. A amplificacdo de SRC-1 costuma ser rara em tumores
humanos, entretanto ja& foi identificado que a sua alta expresséo esté correlacionada com
tumores prostaticos de alto grau (64, 66, 67). Além disso, ja foi demonstrado que ha mais
proteina SRC-1 no nucleo de células neoplasicas de pacientes com CaP, independente de
andrdgenos, se compararmos com casos de CPRC (68).

O gene SRC-2, comumente se apresenta amplificado no CaP primario e
metastatico (69). Quando ha privacdo androgénica, o SRC-2 é induzido, ativando a
sinalizacdo de PI3K o que contribui para o desenvolvimento de metastases e evolugédo
para CPRC (70). A diminuigdo dos niveis de SRC-2, leva a reducdo da expressdo dos
genes alvos de RA, inibindo a proliferacdo de células de CaP dependentes e
independentes de RA. Entretanto, o0 aumento de sua expressdo pode levar ao aumento do
crescimento de células de CaP (71).

A alta expressdo de SRC-3 em tumores de prostata é identificada em cerca de 38%
dos casos de CaP diagnosticados (72). Além disso, sabe-se que aumento dos niveis de
SRC-3 estdo associados ao aumento dos niveis séricos de PSA e metastases, o que indica
pior prognostico em relacdo a este tumor (73). Também ja foi descrito que mutacdes do
RA podem estar correlacionadas com a alteracdo de expressao de SRC-3, promovendo o
desenvolvimento do CaP, dependente ou independente de RA. Esses achados
demonstram que o SRC-3 pode estar correlacionado a progressdo para CRPC (65).

Diante da necessidade de compreender a via de sinalizagdo do RA e seus cofatores
associados, estudos presentes na literatura tém investigado a transativacdo do RA, o
aumento de sua expressdo e mutacOes pontuais nesse receptor, além de ja terem
identificado que a alta expressdo dos coativadores de RA, estdo frequentemente
associadas ao CaP, contribuindo com a progresséo da doencga, devido a seus diversos

mecanismos moleculares (74).
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2. OBJETIVOS
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2.1.0bjetivo Primario

Avaliar os niveis de expressdo génica dos coativadores da familia p160 (SRC-1,
2 e 3) nos especimes clinicos de CaP.

2.2. Objetivo Secundario

Correlacionar os niveis de expressdo génica com dados clinicos e patoldgicos dos
pacientes.
Avaliar a expressdo dos coativadores entre os pacientes que progrediram ou ndo

para o fenotipo resistente a castracdo durante a evolugdo clinica.



24

3. MATERIAISE METODOS
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3.1.Pacientes

3.1.1. Espécimes clinicos de CaP primarios

As amostras de tecido de neoplasia primaria que foram utilizadas para analise de
expressdo génica deste trabalho, sao referentes a um estudo anterior, realizado por nosso
grupo e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (75). O estudo foi realizado, utilizando 44 amostras de
espécimes cirurgicos de pacientes com CaP clinicamente localizado, que foram
submetidos a PR. Todos os 44 pacientes apresentaram recidiva bioquimica e iniciaram
tratamento hormonal. Dos 44 pacientes apenas nove responderam inicialmente a terapia
hormonal, em um periodo minimo de um ano, e 35 pacientes se mostraram resistentes a
horménio, em um periodo maximo de um ano de tratamento, e consequentemente
apresentaram elevacdes nos niveis do PSA. O grupo controle foi constituido por cinco
amostras provenientes de zona periférica (ZP) da prostata de pacientes sem diagndstico
de cancer. As caracteristicas dos pacientes selecionados para o0 estudo estdo descritas na
tabela 1.

Os pacientes com CaP foram classificados de acordo com as caracteristicas clinico
patoldgicas e progressao para a resisténcia a castracao durante o seguimento clinico. Em
relacdo as caracteristicas clinicas patoldgicas, o grupo foi subclassificado conforme o
nivel de PSA pré-operatorio (< 10ng/mL ¢ > 10ng/mL), escore de Gleason (<7 ¢ >7) e
volume tumoral (< 15mm?3 e > 15mm?).

Todas as amostras que fazem parte deste estudo séo provenientes de pacientes que
sdo acompanhados na clinica particular do Prof. Dr. Miguel Srougi. O presente estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina da

Universidade de Séo Paulo, sob parecer de nimero: 5.188.366.
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Casos CaP (N=44) Casos ZP (N=5)
Idade (anos)
Variagao 47-76 58-66
Média + (DP) 63,64 (8,38) 62,60 (2,88)
PSA (ng/mL)
Variagéo 0,22 — 58,40 2,2-5,6
Média (DP) 9,16 (4,28) 4,22 (1,30)
<10 N(%) 21 (48,84)
>10 N(%) 22 (51,16)
Escore de Gleason
Variagéo 2-9
Média + (DP) 7(1,41)
<7 N(%) 27 (61,36)
> 7 N(%) 17 (38,64)
Resisténcia Androgénica
Sim N(%) 35 (79,5)
Nao N (%) 9 (20,5)

3.2.  Extragdo do RNA total

Para extracdo de RNA foi utilizado o kit de isolamento miRVana®miRNA
(Ambion, Austin, Tx), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Este kit permite o
isolamento de todos os tipos de RNA, e por isso também foi utilizado para a extragcdo do
RNA dos espécimes. As preparacdes das amostras de tecidos frescos foram realizadas em
gelo e da maneira mais rapida possivel para prevenir a degradacdo por proteases. A
maceracdo foi realizada no equipamento Tissue Laser, ao tecido macerado foram
adicionados 500uL do tampao de lise (10 vezes o volume da massa tecidual), e 10% do

volume total de aditivo para homogeneizacgdo. Logo apds, os tubos foram colocados em
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gelo por 10 minutos. Foram adicionados 500uL de fenol cloroférmio, e as amostras foram
agitadas em vortex e centrifugadas na velocidade maxima (10.000g) por 5 minutos em
temperatura ambiente. A fase aquosa foi removida e transferida para um novo tubo onde
foi adicionado um terco do volume de etanol 100% em temperatura ambiente. A solucéo
entéo foi passada para o filtro (coluna GFX) e as amostras foram novamente centrifugadas
a 10.000g por 1 minuto. Neste momento o filtro contém RNA. Nos filtros com 0 RNA,
foram realizadas lavagens com solugdes préprias do kit, intercaladas com centrifugacdes.
Apbs o descarte do filtrado, as amostras foram centrifugadas por mais 1 min a 10.000g
para secagem da coluna. As colunas foram repassadas para um novo tubo e foi adicionado
50uL de agua livre de RNase pré-aquecida a 95°C, no centro da coluna. Ap6s 1 min em
temperatura ambiente, o RNA foi centrifugado e armazenado a -20°C até o
processamento. A pureza e concentracgio do RNA foram mensuradas em
espectrofotdmetro Nanodrop ® (ND1000, Wilmington, EUA) (260/280nM).

3.3.  Transcricdo reversa (RT)

A sintese do cDNA do RNA foi realizada, utilizando-se o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription® (AppliedBiosystems) que utiliza a Transcriptase reversa
MultiscribeTM e primers randdémicos. O RNA total foi diluido em H»O livre de nucleases
em um volume final de 20ul e concentragdo de 500uL/ng. A este volume foram
acrescentados 4puL de oligonucleotideos randomicos (10X), 1,6pl do mix de dNTPs
(25X), 4uL do tampéo da enzima (10X), 2ulL da enzima transcriptase reversa e 8,4ul de
agua livre de nuclease. A solucdo foi submetida a ciclos de temperaturas (25°C por 10
min, 37°C por 120 min e 85°C por 5 min) no termociclador Vertiti® (AppliedBiosystems).

Ao final das reagdes, ambos os cDNA foram armazenados a -20°C até o uso.

3.4. Anadlise de expressao de génica (SRC-1, SRC-2 e SRC-3) e RA por PCR

em tempo real quantitativo

As expressdes dos RNAs estudados foram avaliadas a partir do cDNA, utilizando
a metodologia de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real quantitativa (qQPCR) no sistema ABI 7500 Fast RT-PCR, no modo standard
utilizando-se Master Mix PCR TagMan Universal (Applied Biosystems, Foster City,
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CA). As expressdes dos RNA individuais foram analisadas, usando primers de sequéncia
especificos, tabela 2. Este protocolo TagMan® utilizou dois iniciadores ndo fluorescentes
e uma sonda com dupla marcacdo que se anela a regido localizada entre os iniciadores.
Esta marcacéo dupla é formada por um fluoroforo que emite luz quando excitado e um
quencher que absorve luz emitida pelo fluoréforo. Durante os ciclos da PCR, a sonda é
quebrada pela Taq polimerase na etapa de extens&o do iniciador anelado. Esta quebra da
sonda elimina a absorcdo pelo quencher que pode ser entdo medida, atraveés de uma
camera situada na parte superior do equipamento. A quantificacdo da emissdo absorvida
pela cadmera ap6s quebra da sonda permite a  quantificacdo
indireta do RNA, alvo contido na reacdo apos cada ciclo da PCR. Para amplificacdo dos
fragmentos desejados, as reagdes serdo feitas com 0,5uL de uma solugdo, contendo um
par de primer conforme tabela 2 ¢ a sonda (com a marcacao), SuL. do TagMan Master
Mix, 3,5uL de agua free nucleasene 1uL de cDNA, somando um total de 10uL para cada
reacdo. As condigdes das reagdes foram: 2min a 50°C, 10min a 95°C e 40 ciclos de 15seg
a 95°C e 1 min a 60°C. O nivel de expressdo dos genes alvo foram obtidos pela
quantificacdo relativa, e dos niveis de expressdo em vezes determinado pelo método 2 -
anCT (76),

Tabela 2. Tabelas de primers e ensaios que foram utilizados no estudo.

Genes e microRNAs | Primer para gPCR Marca

SRC-1 Hs00186661 m1 Applied Biosystems
SRC-2 Hs00896109 _m1 Applied Biosystems
SRC-3 Hs00180722_m1 Applied Biosystems
AR Hs00171172_m1 Applied Biosystems
GAPDH Hs99999905 Applied Biosystems

Os dados foram analisados, utilizando o software DataAssist (Applied

Biosystems, USA). Todas as reacOes foram realizadas em duplicata.
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3.5.Andlise Estatistica

Os dados estatisticos foram apresentados como média e desvio padrdo para as
variaveis quantitativas. A comparacdo entre os grupos foi realizada através de Test t de
Student e Anova (varidveis homogéneas) e Mann Whitney (varidveis ndo homogéneas).
Para analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 9.0. Foram realizadas
analises de correlacdo e regressdo linear. Em toda analise foi adotado um nivel de
significancia de 5%, ou seja, foram considerados como estatisticamente significantes os

resultados que apresentaram p-valor inferior a 5% (p<0,05).
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4.1.Expressao génica da familia p160 em espécimes clinicos de CaP primario

Encontramos uma superexpressdo dos genes SRC-1 (p = 0,0482), SRC-2 (p =
0,0028) e SRC-3 (p = 0,0330) e RA (p = 0,0001) no CaP quando comparados a tecidos
provenientes de ZP de pacientes sem cancer (Figura 2A, 2B, 2C e 2D).
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Figura 2. Perfil de expressdo dos genes SRC-1, SRC-2, SRC-3 e RA, comparando 0s
tecidos provenientes de zona periférica prostatica e pacientes com CaP.

Avaliando o0s niveis de expressdo apenas nos tecidos tumorais, ao

correlacionarmos os niveis de expressdo dos coativadores pl60 com 0s niveis de

expressao do AR, observamos que quanto maior a expressao dos coativadores SRC1 (R
= 0,560, p = 0,002, figura 3A), SRC-2 (R = 0,600, p = 0,0007, figura 3B) e SRC-3 (R =
0,590, p = 0,001, figura 3C), maior foi a expressao do RA. Apos aplicacdo do modelo de
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regressdo linear, observamos que o aumento nos niveis de expressdo dos genes SRC-1 [F
(1,25)=36,51, p <0,0001, R?=0,594, figura 3A], SRC-2 [F (1,26)=37,41, p <0,0001,
R?=0,590, figura 3B] e SRC-3 [F (1,26)=39,57, p <0,0001, R?=0,603, figura 3C] pode ser

responsavel por aproximadamente 60% do aumento de expressdo do RA.
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Figura 3. Correlagdo da expressdo dos niveis de RA com o0s niveis de expressdo dos coativadores SRC-1, SRC-2 e SRC-3, apenas nos tecidos
tumorais, apos aplicacdo do modelo de regressao linear. # Correlacdo da expressao dos coativadores p160 com os niveis de expressao do AR, *

Correlacéo ap0s aplicacao de regressao linear.
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4.2. Relacéo entre a expressdo génica dos coativadores p160 com fatores
clinicopatologicos do CaP

Niveis elevados de PSA (> 10ng/mL), relacionaram-se de maneira significativa
com a superexpressao dos genes SRC-1 (p = 0,0236, figura 4A), SRC-2 (p = 0,0284,
figura 4B) e SRC-3 (p = 0,0170, figura 4C). J& para o gene RA ndo identificamos

correlacdo entre sua expressao e o aumento dos niveis de PSA (figura 4D).
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Figura 4. Perfil de expressdo dos genes SRC-1, SRC-2, SRC-3 e RA, com relacdo aos
niveis séricos de PSA.
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Além disso, observamos uma correlacdo significativa destes coativadores com o
aumento dos niveis de PSA. Sendo, SRC1 (R = 0,580, p = 0,0006, figura 5A), SRC-2 (R
= 0,534, p = 0,0014, figura 5B) e SRC-3 (R = 0,584, p = 0,0012, figura 5C). Novamente,
apos aplicacdo do modelo de regressao linear, verificamos que o aumento dos niveis de
expressdo dos genes SRC-1 [F (1,29) = 14,27, p = 0,0006, R?= 0,336, figura 5A], SRC-
2 [F (1,31) = 12.40, p = 0,0014, R? = 0,285, figura 5B] e SRC-3 [F (1,31) = 12,65, p =
0,0012, R? = 0,289, figura 5C] pode ser responsavel por aproximadamente 30% do

aumento dos niveis de PSA.
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Os coativadores p160 apresentaram maior expressdo nas amostras de pacientes
que apresentavam maior Escore de Gleason (> 7) sendo estatisticamente significante para
0s genes SRC-1 (p = 0,0323, figura 6A), SRC-2 (p = 0,0181, figura 6B) e SRC-3 (p =
0,0501, figura 6C). O gene RA ndo apresentou relacéo entre seus niveis de expressdo e a

graduacdo histoldgica de Gleason (figura 6D).
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Figura 6. Expressdao dos genes SRC-1. SRC-2, SRC-3 e RA, com relagdo ao escore de
Gleason nos pacientes estudados.



38

Quanto ao volume tumoral, demonstramos relagéo significativa entre o aumento
da expresséo dos genes SRC-2 (p = 0,0044, figura 7B) e SRC-3 (p = 0,0188, figura 7C)

com prostatas que exibiam volumes tumorais > 15mm?3, Os genes SRC-1 e RA (figura 7A

e 7D) ndo apresentaram associacdes entres seus niveis de expressdo e volume tumoral.
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E interessante observar que a expressdo dos genes SRC-1 (p = 0,0060, figura 8A),
SRC-2 (p = 0,0056, figura 8B), SRC-3 (p = 0,0172, figura 8C) e RA (p = 0,0184, figura
8D) foram menores nas amostras primarias daqueles pacientes que progrediram para
resisténcia a resposta ao bloqueio androgénico quando comparadas aqueles que evoluiram

com boa resposta ao tratamento.

A B
SRC-1 SRC-2
0,0060
0.03 0.006 0,0056
—
= =
?g %
2 0.02 £ 0.004-
=9 =9
L el
@ -]
N Y]
= =
2 0.01- 2 0.002
i >
: - :
0.00- T
> & , Q> &
i nd N
& & & &
Q¢ X
RA
C SRC-3 D
0,0184
0.03 0.0172 0.3
=] =]
lg ?g
2 0.02 2 0.2 _
2, a
* >
") "]
U ")
- . =]
2 0.01 2 0.1
Z Z
Zz Z
0.00- T 0.0- T
) QQ\ Q\e‘ . ‘.\Ql\ K
@3 & Aé“? -\%‘?’Q
& Qg.% < QS’"

Figura 8. Expressao dos coativadores da familia p160 e gene RA entre 0s casos sensiveis
e que progrediram na resisténcia a castragdo no decorrer do seguimento clinico.
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Em nosso estudo identificamos uma superexpressao dos genes SRC-1, SRC-2,
SRC-3 e RA nos casos de CaP quando comparados a amostras ndo tumorais. Linja, M et
al, 2004, utilizando a técnica de qPCR, identificou uma subexpressdo do gene SRC-1 nos
casos de CPRC quando comparado com tecidos prostaticos benignos e carcinoma
primario localizado, que ainda ndo foi submetido ao tratamento com TDA (77).
Entretanto no estudo realizado por Gregory, C et al, 2001, foi demonstrado uma maior
expressao da proteina SRC-1 nos casos de CPRC em comparacdo aos casos de tecido

benigno e carcinoma prostatico primario (64).

No que se diz respeito a0 SRC-2, em nosso estudo, identificamos uma
superexpressdo desse gene nos casos de CaP. Estudos demonstram que 0 mesmo é
encontrado amplificado em cerca de 8% dos casos de tumores primarios e em 37% dos
pacientes com metastase (69), em estudo realizado por Agoulnik A, et al, 2006,
corroborando com nossos achados, foi demonstrado um aumento da expresséo de SRC-2
nos casos de CaP localizado, e ainda os autores postulam que esse gene pode ser um
possivel fator de predicdo para recorréncia bioquimica da doenca (71). Além da
superexpressdo do SRC-2, identificamos que a maior expressdo desse gene se
correlaciona positivamente com maiores niveis de PSA. Dessa forma, assim como
Agoulnik A, et al, acreditamos que esse gene pode apresentar influéncia no prognéstico

de pacientes com CaP.

Em nosso estudo, identificamos uma superexpressdo de SRC-3 nos casos de CaP
qguando comparado ao grupo controle. Corroborando com nossos resultados, outros
trabalhos na literatura ja demonstraram superexpressdo deste gene nos casos de CaP,
comparado a tecidos ndo neoplasicos (72, 73, 77). Além disso, outros estudos ja
demonstraram que a superexpressao do coativador SRC-3, nos casos diagnosticados com
CaP, pode estar correlacionada com a proliferacdo de células tumorais, aumento dos
niveis de PSA e a um pior prognéstico, consequentemente, causando uma maior
agressividade na doenga (72, 73, 77, 78). Dessa forma, acreditamos que a desregulagéo
desse coativador pode estar correlacionada com a piora do curso clinico da doenca e a

possivel progressao para um fendtipo resistente a castracao.

Sabe-se que a sinalizagdo androgénica e o RA sdo importantes para o
desenvolvimento normal da préstata, porém a desregulacdo da sinalizagdo promove um

crescimento e uma progressao desordenada em células de CaP (79). Em nosso estudo,
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identificamos uma maior expresséo de RA nos casos de CaP sensivel & castra¢do, quando
comparado com os casos de CaP que se tornaram resistentes a castracdo ao longo do
seguimento clinico. Estudos presentes na literatura ja demonstraram que a alteracédo
genética mais frequente nos casos de CPRC € a superexpressao de RA (80). Essa alteracédo

costuma ser observada em até 80% dos casos estudados (69, 81).

Curiosamente, identificamos que a expressao dos niveis de RA acompanha a
expressao dos coativadores SRC-1, SRC-2 e SRC-3, ou seja, quanto maior a expressao
dos coativadores, maior a expressdo de RA. Obtivemos uma maior expressdo dos
coativadores e do RA no fendtipo sensivel a castragdo quando comparado com 0s casos
que se tornaram resistentes ao longo do seguimento. Dessa forma, acreditamos que esses
coativadores podem ser utilizados em novos estudos com o objetivo de estudarem novos

marcadores de progressao para a doenca.

A progressdo do fenotipo sensivel para um fendtipo resistente a castracdo esta
associada ao aumento dos niveis séricos de PSA (82, 83). Identificamos em nosso estudo
uma relagdo direta entre 0 aumento da expressdao génica dos niveis de todos os
coativadores avaliados com o aumento dos niveis séricos de PSA. Agoulnik et al, 2005
(66), ndo encontrou correlacdo entre os niveis de PSA pré operatorio, ou aumento dos
niveis de PSA apos a realizacdo da PR com a expressdo de SRC-1. Em um estudo
posterior, este mesmo autor, avaliando a expressdo do SRC-2 através da técnica de
imunohistoquimica em amostras de CPRC, encontrou uma associagdo entre niveis mais
altos de SRC-2 e aumento dos niveis de PSA (71). Em um estudo realizado por
Gnanapragasam, V.J et al, 2001 (72), através de imunohistoquimica, ndo foi identificada
correlacdo do aumento da expressao do gene SRC-3 com maiores niveis de PSA. Por
outro lado, Zhou et al, 2005, em um estudo semelhante, avaliou 480 amostras de pacientes
diagnosticados com CaP localizado, que ndo haviam realizado TDA, e demonstrou uma
relagcdo significativa entre maior expresséo proteica de SRC-3 com um aumento dos
niveis de PSA (73). Vale ressaltar que em nosso estudo, apesar de também termos
identificado uma correlagdo com 0 aumento da expressdo dos coativadores SRC-1, SRC-
2 e SRC-3 com o aumento dos niveis de PSA, realizamos a técnica de qPCR que analisa

expressao génica.

O escore de Gleason € um dos fatores prognésticos mais importantes utilizado no

manejo para o CaP (84), sendo ele baseado no padrao histolégico de arranjo de células
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do cancer (85). Agoulnik et al, 2005, identificou que o aumento da expressao de SRC-1,
estava associado ao aumento do escore de Gleason (> 7). Em estudo posterior,
demonstraram também uma associacdo entre um aumento da expressdo do gene SRC-2
com maior escore de Gleason (> 7). Os autores acreditam que a expressdo desses dois
genes esta associada a uma maior agressividade tumoral (66, 71). Ngollo, M et al, 2014
(86), realizou a anélise da expressdo dos genes SRC-3 e RA, em casos de CaP em
comparacdo com tecidos prostaticos benignos. Ao analisarem os fatores progndsticos,
encontraram que a superexpressao desses genes se associavam a tumores com escore de
Gleason > 7. Esses autores ainda postulam que o SRC-3 é um fator chave para o
desenvolvimento do CaP, e que o RA tem um papel primordial no desenvolvimento da
doenca e na progressdo de metastases e resisténcia a castracdo. Em nosso estudo, também
encontramos maior expressao desses genes nas amostras de pacientes com maior escore
de Gleason, assim, também postulamos que o0 aumento dessa expressdo pode estar

associado a uma maior agressividade tumoral e evolucdo para um pior cenério clinico.

Surpreendentemente, identificamos que maiores expressdes dos genes SRC-2 e
SRC-3, estdo associadas com maiores volumes tumorais (>15mm?), diferente dos genes
SRC-1 e RA que nédo apresentam nenhuma associa¢ao de sua expressao com o volume
tumoral. Com relacdo ao SRC-1, Redmond, A.M, et al 2009 (87), estudando amostras de
pacientes com cancer de mama, ndo encontrou associacdo da expressao deste gene com
volume tumoral. No que tange a expressdo dos genes SRC-2, SRC-3 e RA, ndo foram
encontrados dados na literatura que pudessem justificar nossos achados. Acreditamos que
a desregulacdo desses coativadores, podem influenciar na agressividade da doenca.
Estudos ja demonstraram que os cofatores SRC-1 e SRC-3 estdo superexpressos em casos
de CaP e estdo correlacionados com o grau tumoral e recorréncia (72), alem de
demonstrarem que o SRC-1 esta associado com a resisténcia precoce a terapias (87).
Tumores prostaticos primérios com amplificacdo de SRC-2, apresentam uma alta
sinalizacdo de RA (88), além de sua alta expressao estar correlacionada com alto grau

tumoral e baixa taxa de sobrevida (60, 64, 71) e progressdo de metastases (69).

Considerando as amostras tumorais utilizadas, uma importante limitagdo do
estudo é que o numero amostral estudado foi restrito, visto que, no grupo controle foram
utilizadas cinco amostras provenientes de zona periférica de CaP e no grupo acometido

por cancer foram analisadas 44 amostras de pacientes tratados cirurgicamente. Entretanto
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ressaltamos a dificuldade de encontrarmos amostras teciduais em nosso biorrepositério
de pacientes com CaP localizado, que apresentaram recidiva bioquimica, iniciaram a

TDA e responderam por mais de 12 meses.

Postulamos que a superexpressdo dos coativadores nos pacientes que progrediram
com boa resposta a terapia enddcrina em seu curso clinico, se deva a via ativa e responsiva
do RA. Ja nos pacientes que se apresentaram resistentes, acreditamos que possa haver
alteracdes precoces, ainda nao identificadas, que podem influenciar na transicdo de um
fendtipo sensivel para um fendtipo CPRC. Assim, acreditamos que tanto os coativadores
quanto o RA possam estar associados ao desenvolvimento e progressao do CaP e que a
avaliacdo em conjunto destas moléculas em amostras primarias pode auxiliar na distingdo
de pacientes que virdo ou nao a evoluir com boa resposta as terapias enddcrinas no CaP.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar os nossos achados.
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Os coativadores SRC-1, SRC-2, SRC-3 e RA se encontraram Superexpressos nos

casos de carcinoma prostatico primarios;

O aumento da expressao dos coativadores foi relacionado com altos niveis de PSA
(>10ng/mL);

A superexpressao dos coativadores SRC-1, SRC-2 e SRC-3 estdo correlacionadas

com a elevacdo do escore de Gleason;

A superexpressao dos coativadores SRC-2 e SRC-3, esta associada com um maior

volume tumoral (>15 mm®);

Os coativadores SRC-1, SRC-2 e SRC-3 se apresentaram Superexpressos nos

casos de CaP primario que responderam a terapias.
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