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RESUMO

Dos Santos GAGD. Avaliagdo da expressdo dos principais complexos de manutencéo
telomérica na progressdo do cancer de préstata [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2023

Introducé&o: O céancer de prdstata (CP) é a neoplasia mais diagnosticada em homens e a
causa de milhares de mortes em todo o0 mundo. A maioria dos 6bitos causados pelo CP
ocorre quando a doenca evolui para o fendtipo metastatico. Por este motivo, estimulam-
se estudos sobre a progressdo do CP, visando encontrar novos alvos para biomarcadores.
Um desses alvos podem ser os telémeros. Os telémeros sdo as extremidades fisicas dos
cromossomos eucariotos, fundamentais para a estabilidade gendmica e para o controle do
numero de divisdes celulares. O bom funcionamento do teléomero é garantido por diversos
complexos moleculares, principalmente: os complexos shelterin, CST, telomerase e
TERRA. Sucessivos estudos demonstraram que a disfuncdo do telomero e a expresséo
aberrante de componentes da maquinaria telomérica, ocorrem na maioria das neoplasias,
estando diretamente relacionado com a iniciacdo e progressdo do CP. Apesar da
importancia, pouco se sabe sobre a expressdo dos componentes dos complexos que
regulam o telébmeros e sobre sua relacdo com a progressédo do CP. Objetivo: Avaliar o
papel dos componentes dos complexos shelterin (POT1, TRF1, TRF2, TPP1, TIN2 e
RAP1), CST (CTC1, STN1 e TENL), telomerase (TERT e TERC), TERRA e tamanho
telomérico tumoral na progressdo do cancer de préstata. Métodos: As analises foram
feitas da seguinte maneira: 1- Avaliamos alteracfes genéticas dos componentes do
complexo shelterin, CST e telomerase a partir de analises de bioinforméatica em amostras
de CP localizado (n=499) e cancer de prostata metastatico resistente a castracdo (CPRC)
(n=444). 2- Analisamos a expressdao génica das subunidades dos complexos de
manutencdo telomérica utilizando abordagens de bioinformatica (CP localizado, n= 497
e controle n= 152) e experimentais, com espécimes cirurgicas (CP localizado n =81 e
HPB n = 10) e linhagens celulares de CP metastatico (LNCaP, DU145, PC3 e PNT2 como
controle) por PCR em tempo real. As analises da expressdo do TERRA foram feitas
somente por abordagens experimentais. 3- Determinamos o tamanho do teldmero nas
mesmas amostras experimentais citadas anteriormente por PCR em tempo real. Todos 0s

dados cortejados foram relacionados com fatores clinicos da doenca (PSA, volume



tumoral, ISUP, estadiamento patoldgico, risco do cancer, recidiva bioquimica e curvas de
sobrevida). Resultados: As mutacdes dos genes estudados s&o pouco comuns e sem
relevancia clara no progndstico. As CNVs também sdo pouco comuns, com excecao de
TRF1 e RAP1 (6 e 8% de alteracGes respectivamente). Apesar disso, observamos um
aumento significativo na proporcdo de amplificagdes em POT1, TRF1, TIN2, TERT,
TERC e TEN1 no CPRC. Na coorte de bioinformatica temos que TRF1, TPP1 e CTC1
estdo significativamente subexpressos e TENL1 significativamente superexpresso. Na
coorte clinica, temos que TRF1, CTC1 e TERRA estéo significativamente subexpressos
e TRF2, TIN2, RAP1, TERT, TERC e TENL1 significativamente superexpressos. No
cancer localizado, a superexpresséo de POT1, TRF1, TPP1, TIN2, RAP1, TERT, CTC1,
STN1 e TENL1 se associa ao pior progndstico. A subexpressdo de TERRA se associa ao
pior prognostico. A expressdo de TRF2 e TERC se classificam como contexto
dependente. Nas linhagens celulares metastaticas, POT1, TRF2 e TERT estdo
superexpressos no CPRC e TRF1, TIN2, RAP1, TERC e TERRA subexpressos. STN1 e
TENL1 se encontram superexpressos em todas as linhagens de CP. CTCL1 se classifica
como contexto dependente. Os telébmeros sdo curtos na HPB e no CP, porém
significativamente maiores no cancer. O aumento relativo do tamanho telomérico se
associa com tumores mais agressivos. Concluséo: Alteracfes na expressdo génica dos
componentes que mantém a homeostase do telémero associam-se com a progressao do
CP. Essas varia¢6es criam um ambiente que favorece o aumento relativo do tamanho do
telomero, permitindo o aparecimento de caracteristicas desfavoraveis nos tumores. A
desregulacdo da biologia dos telomeros participa da progressdéo do CP, onde genes
especificos tem potencial para se tornarem biomarcadores na doenca.

Palavras-chave: Neoplasias da prostata. Telomero. Prognostico. Expressao génica.



ABSTRACT

Dos Santos GAGD. Evaluating the expression of the main telomeric complexes in the
prostate cancer progression [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sdo Paulo”; 2023.

Introduction: Prostate cancer (PC) is the most common neoplasia in men and causes
thousands of deaths worldwide when it progresses to the metastatic stage. The search for
biological mechanisms related to PC progression is urgent, aiming to find new diagnostic
and prognostic biomarkers and therapeutic targets. Telomeres might be one of these
targets. The telomeres are the structural ends of the eukaryote chromosomes, essential for
the genome stability and control of the maximum number of cell divisions. Telomere
homeostasis depends on several complexes, being the four main complexes the shelterin
complex, CST complex, telomerase, and TERRA. Telomeric dysfunction and abnormal
expression of telomeric components are reported in most cancers and have been related
to the initiation and progression of PC. Despite the importance of these mechanisms, there
are few studies about the expression of the main telomere complexes and their
relationship with PC progression. Objective: To evaluate the role of each molecule of
shelterin (POT1, TRF1, TRF2, TPP1, TIN2, and RAP1), CST (CTC1, STN1, and TEN1),
telomerase (TERT and TERC), TERRA and telomere length in the progression of prostate
cancer. Methods: The analyzes were carried out as follows: 1- We evaluated genetic
alterations of the components of the shelterin, CST, and telomerase by bioinformatics
analyses in samples of localized PC (n = 499) and castration-resistant metastatic prostate
cancer (CRPC) (n =444). 2- We analyzed the gene expression of the subunits of telomeric
maintenance complexes using bioinformatics (localized PC n = 497 and control n = 152)
and experimental approaches, with surgical specimens (localized CP n = 81 and HPB n=
10) and metastatic PC cell lines (LNCaP, DU145, PC3 and PNT2 as control) by real-time
PCR. Analyzes of TERRA expression were made only by experimental approaches. 3-
Real-time PCR determined the telomere length in the same experimental samples. All
acquired data were associated with clinical factors (PSA, tumor volume, ISUP, cancer
stage, cancer risk, biochemical recurrence, and survival curves). Results: Mutations in
studied genes are uncommon and do not have an association with prognosis. CNVs are
also uncommon, except for TRF1 and RAP1 (6 and 8% of alterations, respectively).
Despite this, we observed a significant increase in the proportion of amplifications in
POTL1, TRF1, TIN2, TERT, TERC, and TEN1 in CRPC. In the bioinformatics cohort, we



find that TRF1, TPP1, and CTC1 were downregulated and TENL1 upregulated. In the
clinical cohort, we found that TRF1, CTC1, and TERRA were downregulated, and TRF2,
TIN2, RAP1, TERT, TERC, and TEN1 were upregulated. In localized cancer,
overexpression of POT1, TRF1, TPP1, TIN2, RAP1, TERT, CTC1, STN1 and TEN1
were associated with poor-prognosis. The underexpression of TERRA was associated
with poor prognosis. The expression of TRF2 and TERC are dependent on the context.
In the metastatic cell lines, POT1, TRF2, and TERT were upregulated in the CRPC, and
TRF1, TIN2, RAP1, TERC, and TERRA were downregulated. STN1 and TEN1 were
overexpressed in all PC lines. CTC1 is classified as context-dependent. Telomeres are
short on BPH and PC but longer in cancer. The relative increase in telomere length was
associated with more aggressive tumors. Conclusion: Differential gene expression in
telomeric components are associated with PC progression. These variations create an
environment that favors the relative increase in telomere length, allowing the appearance
of unfavorable characteristics in tumors. The dysfunction in telomere biology has a role
in the PC progression, in which specific genes can potentially become biomarkers in the

disease.

Keywords: Prostatic neoplasms. Telomere. Prognosis. Gene expression.



1. Introducao



1.1 Aspectos gerais do cancer

Cancer € 0 nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doengas caracterizadas
pela proliferagdo anormal de células, fazendo com que ocorra a invasdo de tecidos e
Orgaos, podendo se espalhar por todo o organismo (1). Do ponto de vista epidemioldgico,
surgem aproximadamente 14 milhdes de novos casos da doenca por ano, com mais de 8

milhdes de mortes espalhadas pelo mundo (2).

O céncer é uma doenca causada por acumulo de mutacGes genéticas, que alteram
vias moleculares responsaveis pela proliferacdo celular, apoptose, maquinaria de reparo
ao DNA, diferenciacdo celular, entre outras alteragdes bioquimicas. Tais alteracdes
conferem vantagens competitivas das células tumorais em relacdo as células saudaveis,
exatamente por permitir que elas consigam ignorar certos filtros celulares (como os
checkpoints do ciclo celular) e continuem se dividindo indefinidamente. Apesar de ser
uma doenca heterogénea, possuem como caracteristica em comum a capacidade de
proliferacdo indefinida e desordenada, além da imortalizacdo celular que resulta no
rompimento da homeostasia tecidual e gera sérios danos ao organismo como um todo (1,
3,4,5).

O céancer é considerado uma doenca de origem multifatorial, ou seja, é causada
pela interacdo entre causas genéticas e ambientais. Os fatores genéticos correspondem em
mutacBes somaticas, hereditarias e alteracGes epigenéticas. Entre os fatores ambientais
podemos ressaltar o tabagismo, etilismo, certos habitos alimentares e sexuais, fatores
ocupacionais, uso de certos medicamentos, entre outros. Além disso, certas infecgdes

virais podem influenciar o aparecimento da doenca (6).

Apesar do aparecimento do céncer ter causas diversas, existem alguns eventos
moleculares chaves para a iniciagdo e progressdo da doenca, incluem-se aqui: a
capacidade de resistir & morte celular, a desregulacdo do metabolismo celular, a
manutencdo de sinais de proliferacdo, a evasdo de supressores tumorais, a evasao do
sistema imune, a imortalizacdo celular, a promogéo de sinais pro-inflamatorios, a ativagéo
de invasdo e metéstase, a inducdo ou acesso vascular e a instabilidade genémica. Além
desses eventos, pesquisadores enaltecem as células senescentes em conjunto com o
desbloqueio da plasticidade fenotipica (Emerging Hallmarks) em sincronia com a
reprogramacao epigenética independente de mutagdes e um microbioma polimorfico

(Enabling Characteristics) como outros eventos importantissimos. Aqui vale ressaltar a



imortalizacdo celular, que esta diretamente relacionada com os telémeros e sera discutida

com detalhes no presente estudo (3). A figura 1 ilustra esses eventos de forma resumida.
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Figura 1. Caracteristicas fundamentais para o surgimento e manutencdo do céncer. Figura
adaptada de (1)

1.2 Cancer de prostata.

1.2.1 Aspectos gerais

Mundialmente, o cancer de prostata (CP) é o tipo de cancer mais diagnosticado
em homens (7). No ano de 2020, mais de 190 mil novos casos com mais de 33 mil mortes
foram previstos nos EUA (8). No Brasil, dados do INCA apontam para 65.840 novos
casos de CP a cada ano, no biénio 2020-2022, com 15.576 mortes (9). Estima-se que um
em cada oito homens serdo diagnosticados com essa doenca em algum momento de sua
vida e 2,5% morrerdo em decorréncia dela (10). Apesar da sobrevida para esse cancer,
quando localizado, seja proxima de 100% em 5 anos, essa taxa cai para 30,2% quando ha

presenca de metastase (11).



Existem diversos fatores de riscos relacionados ao CP, dentre eles podemos
destacar fatores hereditarios, raciais, ambientais, alimentares e a idade. A incidéncia da
doenca tem aumento significativo apds os 50 anos e estima-se que individuos que
possuem parentes em primeiro grau com historico da doenca, tem o dobro de risco do
aparecimento da neoplasia quando comparados com o resto da populacdo (12).

Estudos com gémeos mostram que a hereditariedade é mais importante no CP que
em outras neoplasias (13). Uma compilacdo de diversos estudos de Genome Wide
Association reporta 76 SNPs (single nucleotide polymorphism ) associados com risco
aumentado de CP (14). Além disso, individuos de etnia negra tém de 2 a 3 vezes mais
chances de adquirirem a doenga e apresentam uma mortalidade 30% superior (15).

O CP é classificado principalmente de acordo com o escore de Gleason, que é
baseado no padréo histologico, arranjo das células e grau de diferenciacdo celular. Essa
classificacdo inclui cinco graus histoldgicos, onde o 1° representa a lesdo mais
diferenciada e o 5° a mais indiferenciada. Obtém-se um escore a partir da soma entre o
padrdo mais comum e o segundo padrdo mais comum da lesdo. Em consenso a ISUP
(International Society of Urological Pathology) recomendou a utilizacdo de uma nova
forma de graduacdo que utiliza os graus de Gleason, mas os classifica em cinco classes
de acordo com o risco da doenca (16, 17, 18). A figura 2 a seguir representa 0s cinco
graus histolégicos do escore de Gleason para o CP e a classificacdo ISUP.
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Figura 2. Graduag&o proposta pela ISUP para o CP e as curvas de sobrevida livre de recidiva de
acordo com esta classificagdo

A avaliacdo clinica de pacientes com suspeita de CP é feita a partir do toque retal
e da concentragdo do PSA (antigeno prostatico especifico) sérico. O PSA é uma
glicoproteina produzida pelas células prostaticas com funcdo associada a liquefacdo do
coagulo seminal para permitir a liberacdo dos espermatozoides (19). Doencas na préstata
normalmente aumentam a producdo do PSA bem como seu acesso a circulacdo, o que faz
desta afericdo o exame mais utilizado no rastreamento do CP (20, 21). E importante
ressaltar que embora o PSA seja importante para o rastreamento do cancer, o valor
prognostico dos niveis séricos do PSA é questionavel e tem sido associado a uma alta
taxa de diagnostico/tratamento excessivos em ensaios clinicos (22, 23, 24).

O diagndstico final do CP se da a partir da bidpsia, onde 90% dos tumores sdo
adenocarcinomas e 0s outros 10% sdo divididos basicamente entre tumores mesenquimais
ou uroteliais (25).

O CP é considerado uma doenca extremamente heterogénea e suas formas mais
agressivas podem gerar metastases em diferentes tecidos. As metastases mais comuns
ocorrem no tecido ésseo e nos linfonodos. Outros locais menos comuns incluem a bexiga,
figado, glandulas adrenais, sistema nervoso central e pulméo (essa Gltima normalmente
assintomatica) (26, 27).

10
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O tratamento definitivo para a doenca localizada é a prostatectomia radical ou a
radioterapia. Entretanto, para doenca avancada ou metastatica as terapias comuns incluem

quimioterapia e o bloqueio androgénico (28).

E importante destacar que danos causados pelo tratamento e diagndstico
excessivos € um problema real no CP. Portanto, ser capaz de predizer quais pacientes
precisam de um tratamento radical, por ter um cancer agressivo, e quais pacientes teriam
uma doenca indolente é fundamental (29). Devido a grande heterogeneidade do cancer de
préstata, fatores progndsticos classicos, como PSA sérico e escore de Gleason, ndo sao
suficientemente precisos para separar tumores indolentes e agressivos de forma
totalmente confidvel (30). Além disso, pela sua heterogeneidade, a classificacdo
molecular do CP ndo é precisa o suficiente, com mais de 25% dos tumores sem
classificacdo (31). Nesse sentido, biomarcadores genéticos podem ser ferramentas
importantes tanto para o entendimento da patogénese do tumor quanto para melhorar o
manejo clinico do CP.

1.2.2 Biologia Molecular

Entre os aspectos moleculares do cancer de préstata podemos destacar o
envolvimento dos receptores de androgenos (RA ou AR, do inglés androgen receptor).
O RA é um fator de transcricdo que se associa com cofatores para transpor a membrana
nuclear, onde interage com o DNA para ativar a transcri¢ao a diversos genes alvos. Entre
seus alvos podemos citar genes relacionados a proliferacdo celular e diferenciacdo sexual

masculina. A figura 3 representa um esquema do mecanismo de agédo dos RA (32).
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Figura 3. Sinalizacdo do andrégeno e AR nas células da prostata. Depois da sintese testicular, a
testosterona é transportada para tecidos alvos como a prostata e é convertida em DHT pela 5-alfa-
redutase. DHT interage com 0 AR e o dissocia das HSPs (heat-shock proteins). O AR entdo vai
para o nucleo onde se dimeriza e interage com os elementos responsivos de andrdgeno (ARE) no
promotor de genes alvos como 0 PSA e TMPRSS2. Na regido promotora 0 AR recruta membros
da maquinaria de transcrigdo (como a TATA-box binding protein (TBP) e o fator 1IF (TFIIF)) em
conjunto com outros coreguladores como os membros da familia do p160 (CAMP- response
element-binding protein ou CBP). Figura Adaptada de (32)

As células do cancer de prdéstata, assim como as células saudaveis da glandula,
necessitam de androgenos para crescer e proliferar e os RA sdos os principais reguladores
desse processo (33). Perturbagfes na via do RA estdo associadas como um dos primeiros
eventos moleculares que levam a proliferagéo e crescimento anormal, que podem resultar
cancer de prostata. Mais de 100 mutagdes no RA j& foram associadas a predisposi¢éo ao

cancer de prostata (34).

Um exemplo importante é a superexpressdo da familia ETS (E-twenty-six uma
familia de fatores de transcricdo) que se da pela fuséo da regido promotora do TMPRSS2
(gene regulado pelo RA) com a regido codificante do ETS variant 1. Essa fuséo confere
ao ETS alta responsividade a androgenos que leva a progressdo anormal do ciclo celular
e esta presente em aproximadamente 50% dos casos de cancer de préstata (35, 36). De

maneira interessante, essa mutacdo depende do recrutamento de trés enzimas, que
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interagem diretamente com o DNA, pelo complexo DHT/RA e que pode levar a

translocagfes cromossomicas (37, 38).

Entre outras alteracbes somaticas podemos destacar a metilacdo do gene GSTP1,
que esta presente em 90% dos carcinomas (39). Adicionalmente, a amplificacdo dos genes
CMYC e BCL2 (ambos associados a apoptose) sdo muito frequentes em tumores
metastaticos (40). Além disso, a reativacdo da telomerase é um evento primordial para a
iniciacdo da carcinogénese e serd mais detalhadamente discutida em se¢des subsequentes

neste trabalho.

1.3 Caracteristicas gerais dos telémeros.

Telébmero (do grego, telos, final e meros, parte) é o nome dado a extremidade
fisica dos cromossomos eucariotos. Tratam-se de complexos nucleoprotéicos que sao 0s

principais responsaveis por manter a estabilidade gendmica da célula (41).

A estrutura telomérica é diferenciada em relacdo ao restante do cromossomo e é
fundamental para a replicagdo completa do DNA durante a divisdo celular. Além disso,
esta associada a diversos processos bioquimicos essenciais, como a senescéncia celular,
controle do numero de divisdes celulares, regulacdo da transcricdo de genes e manutencgédo

da estabilidade/integridade genémica e de toda a estrutura do ndcleo (42, 43).

O telémero é formado por pequenas repeticdes conservadas que apresentam uma
fita rica em guaninas (Fita G) e a fita complementar rica em citosinas (Fita C). A fita G
forma uma protusdo na extremidade, 3° G-overhang, o que faz com que o telémero tenha
uma regido de dupla fita ¢ uma de simples fita. A 3° G-overhang € utilizada como
substrato para o alongamento dos telémeros pela enzima telomerase, com posterior
sintese da fita complementar pela DNA polimerase o (44, 45). A figura 4 representa a
estrutura bésica de um teldmero humano, cuja sequéncia é formada por repeti¢6es do tipo
5’-TTAGGG-3’ ¢ extensao variando de 5.000 a 15.000 pares de base (46, 47).
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Thenem; Regido TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGG 3’
5, e — subtelomérica  AATCCCAATCCCAATCCS’ ™ N /
N Y,
L Fita Simples
Fita Dupla (3’ G-overhang)

Figura 4. Estrutura bésica do DNA telomérico humano. Na imagem podemos ver a repeti¢éo
telomérica composta por 6 pares de base do tipo 5> TTAGGG 3’ e que o telomero apresenta uma
regido de dupla fita e outra de simples fita.

A 3' G-overhang pode assumir diferentes conformacdes. Uma delas é a de T-
loops, que consiste na invasdo da fita simples na fita dupla que forma uma estrutura
semelhante a de um lago. A outra é de G-quadruplex na qual as guaninas da fita G
interagem formando uma estrutura de quarteto (G4 DNA). Tanto os T-loops quanto os G-
quadruplex sdo mantidos por proteinas da maquinaria telomérica e tem a fungdo de
proteger o teldmero de ataques da maquinaria enzimatica e da maquinaria de reparo ao
DNA, além de participar do controle do acesso da telomerase ao DNA telomérico (48).

A figura 5 abaixo ilustra ambas as estruturas.

T-Loop G-Quadruplex

TIN2
TPP1

Shelterin

Figura 5. O DNA telomérico pode assumir conformagdes alternativas como T-loops e G-
quadruplexes, que podem exercer papéis na protecdo dos teldmeros contra a maquinaria de reparo
celular e controlar o acesso da telomerase ao DNA. Na figura vemos 0 esquema estrutural de
ambas as estruturas, com as proteinas do complexo shelterin destacadas na formagéo do T-loop.
Figura adaptada de (49).
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Outra caracteristica importante dos teldmeros esta em sua replicacdo: a biologia
convencional da replicacdo do DNA nédo permite que os finais dos cromossomos sejam
completamente duplicados pelas DNASs polimerases, o que resultaria na perda de material
genético a cada divisdo celular. Esse paradoxo foi conhecido como “o problema do final
da replicagdo” e s6 foi solucionado na década de 80, com a descoberta da enzima

telomerase, a principal responsavel pela replicacao telomérica (50).

A telomerase é uma ribonucleoproteina (RNP) que atua como uma transcriptase
reversa especializada, e € formada por dois componentes principais: a TERT (telomerase
transcriptase reversa), e 0 TERC (componente RNA da telomerase). TERT é uma proteina
que atua como a subunidade catalitica da enzima, ou seja, faz a reacdo de adi¢cdo de DNA
ao telébmero. J& TERC € um longo RNA ndo codificante, que contém uma pequena
sequéncia que é usada como molde para a telomerase replicar os teldmeros. A simples
presenca da TERT e do TERC é suficiente para a replicacdo telomérica in vitro, contudo,
outros componentes sdo necessarios para a atividade de telomerase in vivo (48, 51). A

figura 6 representa o ciclo esquematizado do funcionamento da telomerase.

Ligacao
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Figura 6. Representacdo esquematica da reagdo de adicdo de DNA telomérico pela telomerase.
A acdo da telomerase é ciclica, onde a primeira etapa ocorre com a interagdo entre a sequéncia
molde do RNA da telomerase com a extremidade 3’-G overhang, sequido da adi¢do de
nucleotideos e a translocacdo da enzima. Imagem adaptada de (52).

Além da telomerase, existem diversas outras proteinas que participam dos

mecanismos de manutencdo telomérica. Algumas dessas proteinas controlam o acesso e
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o0 recrutamento da telomerase (53). Os complexos proteicos sdo dinamicos, variando sua
composicdo de acordo com a fase do ciclo celular, idade da célula e em resposta a
estimulos externos (54, 55). Proteinas teloméricas tém diferentes formas de acdo,
podendo interagir diretamente com o DNA, com outras proteinas teloméricas ou ainda
com componentes da maquinaria de reparo e resposta a danos ao DNA. Essas proteinas
apresentam diversas funcbes, sempre relacionadas a regido do telébmero com qual
interagem. (53, 56). Os principais complexos de manutencgdo telomérica sdo: o shelterin
(shelter do inglés, abrigo) e o CST.

O complexo shelterin é formado pelas proteinas TRF1 (telomeric repeat binding
factor 1), TRF2 (telomeric repeat binding factor 2), TIN2 (TRF1-interacting protein 2),
POT1 (protection of telomeres protein 1), TPP1 (TIN2- and POT1-interacting protein) e
RAPL (repressor/ activator protein 1). Este é considerado o principal complexo de
manutencdo telomérica em mamiferos, tendo suas func¢Bes associadas a protecdo dos
teldmeros (participando da manutencdo dos T-loops) e regulacdo do tamanho telomérico

(regulando o acesso da telomerase ao DNA telomérico) (56, 57).

Ja o complexo CST é formado pelas proteinas CTC1 (CST telomere replication
complex component 1), STN1 (STN1, CST complex subunit) e TEN1 (TEN1, CST
complex subunit). Diferentemente do shelterin, o complexo CST esta presente na grande
maioria dos eucariotos, e tem sua funcdo associada a homeostase telomérica. Mais
especificamente, ele estd associado a regulacdo do tamanho telomérico por controlar o
acesso da telomerase e da DNA Pol a-primase para o final da replicacdo da Fita G e da
Fita C (58, 59). Além disso, evidéncias recentes mostraram que o complexo CST tem a
capacidade de desfazer os G-Quadruplex dos telémeros durante a replicacdo do DNA
(60).

Uma informacéo interessante é que tanto o complexo CST quanto a proteina
POT1(presente no shelterin) séo consideradas RPA-like. Tais proteinas apresentam uma
relacdo filogenética direta com o complexo proteico RPA (replication protein A). O
complexo RPA atua em diversas fases do metabolismo do DNA, incluindo o
recrutamento da maquinaria de reparo aos teldmeros (58). A figura 7 representa a

associacao do complexo shelterin e CST nos telémeros.
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Figura 7. Associacdo entre o complexo shelterin e CST no DNA telomérico. Aqui fica
evidenciado que a interagdo entre os complexos ocorre entre a TPP1 e a CTC1 e que ambos 0s
complexos atuam em conjunto para manter a homeostase telomérica. Figura adaptada de (58).

Além de proteinas, existem alguns RNAs que atuam nos teldmeros. A visao
classica era que os telébmeros eram formados somente por regides ndo codificantes, porém
recentemente foi identificado que existem certos transcritos teloméricos. Tais transcritos
sdo longos RNAs ndo codificantes, que, provavelmente tem sua fungédo relacionada com
a manutencao telomérica. O mais estudado e conhecido entre eles é 0 TERRA (Telomeric
Repeat contaning RNA), o qual tem origem na regido subtelomérica da fita C e cuja
funcéo (apesar de ndo estar completamente elucidada) esté relacionada a manutencédo dos

teldmeros, via associacdo direta com o DNA e/ou proteinas teloméricas (61, 62).

Sabemos que os complexos shelterin, CST, telomerase e TERRA atuam em
sincronia para garantir o funcionamento correto dos teldomeros. A figura 8 ilustra essa

relacdo.
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Figura 8. A acdo orquestrada dos complexos shelterin e CST na regulacédo da replicacdo do DNA
telomérico. Nos terminais dos cromossomos, a telomerase pode ser recrutada pela interagdo entre
a TPP1 e a POT1. A elongacéo telomérica € finalizada pela telomerase quando o complexo CST
se liga ao 3'overhang recém-sintetizado (linha vermelha). O complexo CST também interage com
a DNA Pol a-primase para promover a sintese da fita C (linha verde pontilhada). Os complexos
shelterin e CST inibem 0 acesso da RPA aos telémeros, bloqueando a a¢do da maquinaria de
reparo a danos ao DNA. Na figura, também podemos ver a presenca do TERRA, cujas fungdes
ainda precisam ser elucidadas. Imagem adaptada de (52).

1.4 Teldbmeros e cancer.

1.4.1 Caracteristicas gerais:

Os telomeros sédo estruturas de extrema importancia na biogénese do cancer, visto
que estdo diretamente relacionados com o processo de imortalizacdo celular e
instabilidade gendmica (63). Em 1965, Hayflick observou que células em cultura nao
podiam proliferar indefinidamente, ou seja, apos certo nimero de divisdes celulares elas

atingiam a capacidade maxima proliferativa. Esse processo ficou conhecido como
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“Limite de Hayflick” (64). Mais tarde, esse fen6meno foi associado a senescéncia celular,

no qual o teldmero é a principal estrutura envolvida no processo.

Como ja citado anteriormente, a telomerase € essencial para a replicacédo
telomérica, porém, sua expressdo € extremamente regulada em eucariotos multicelulares.
Apenas se detecta a presenca da enzima durante periodos iniciais da embriogénese, em
células germinativas e em tecidos que contém subpopulacdes de células tronco (como
pele, figado, medula 6ssea e intestino). Ou seja, na grande maioria das células somaticas,
ndo temos expressdo da telomerase (65, 66, 67, 68, 69, 70, 71). Em consequéncia da
auséncia da telomerase, os telomeros das células somaticas encurtam em cada divisdo
celular. Quando os telémeros tornam-se criticamente pequenos, uma cascata bioquimica
é ativada sinalizando para a interrupcdo do ciclo celular, fazendo com que a célula entre
em senescéncia e/ou apoptose. Por conta disso os telomeros sdo considerados os “relogios
moleculares” da célula. Esse processo tem papel protetivo, ja que evita o acimulo de
mutacdes genéticas (que podem acontecer naturalmente ou por fatores externos). Se as
células pudessem proliferar indefinidamente acumulariam muitas mutacdes, o0 que pode
originar problemas para todo o organismo, como por exemplo, a iniciacdo de um cancer
(72).

No cancer, as células se dividem indefinidamente, superando o limite de Hayflick
e, portanto, sobrepondo o papel regulatério dos telémeros. Em humanos, para superar a
crise natural, as células precisam perder a funcdo de genes checkpoints criticos do ciclo
celular como: TP53, pl6INK4a (cyclin-dependent kinase-4 inhibitor) e pRB (RB
transcriptional corepressor 1) e/ou da maquinaria de reparo a danos ao DNA. Tais células
acumularam mutacdes multiplas e conseguem reativar um mecanismo para a manutencdo
dos teldmeros, mantendo sua viabilidade proliferativa e atingindo sua imortalizagédo
celular (73, 74).

A reativagéo da telomerase é o caminho mais comum para a imortalizagdo celular
(visto que ela mantém os teldmeros num tamanho que previne a instabilidade genémica
intoleravel), estando presente em 85 a 90% dos tumores malignos. Isso faz com que a
enzima tenha um grande potencial terapéutico e diagndstico (3, 73). Estudos mostram que
a inibicdo da telomerase gera uma atividade supressora tumoral em diversos tipos de
cancer (68, 75, 76). Os 10 a 15% dos canceres que ndo reexpressam a telomerase
apresentam um mecanismo alternativo para a manutencdo dos telémeros (ALT),

normalmente associados & recombinagdo homologa (77). Isso é fundamental para
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entender a importancia entre telémeros e a carcinogénese: apesar do cancer ser um nome
genérico para diversas doencas diferentes, todos eles precisa encontrar uma maneira de
manter os telémeros, do contrério, eles ndo adquirem a imortalizacdo celular, uma etapa
obrigatoria para o estabelecimento da doenca (3). A figura 9 mostra de forma esquematica

a relacdo entre telomeros, limite de Hayflick e cancer.

(b)

\ /
Telémero
x Diminui¢do dos teldmeros :

depons de mdltiplas lelsoes

Teldomeros na
Senescéncia

Limite de Hayflick Divisao celular em que a
telomerase esta ativa:

Capacidade maxima
replicativa atingida

Células germinativas, e
cancer

Figura 9. Esquema que representa o encurtamento telomérico progressivo durante sucessivas
divisdes celulares. Em (a) temos células somaticas saudaveis que atingem o limite maximo
replicativo (Limite de Hayflick), em (b) temos células que expressam a telomerase e mantém
capacidade replicativa indefinidamente. Figura adaptada de (78).

Além de fundamental no processo de imortalizacdo celular, os teldmeros agem

diretamente na instabilidade gendmica presente em células cancerigenas.

Quando os telémeros ficam anormalmente curtos, a maquinaria proteica que
realiza sua manutencdo (principalmente componentes do complexo shelterin) pode ter
sua funcdo comprometida ou perdida. 1sso faz com que ocorra a desprote¢do telomérica
e 0 reconhecimento dos telémeros pela maquinaria de reparo a danos ao DNA
(principalmente pelo fato da 3’G-overhang ser estruturalmente semelhante a quebra da
dupla fita de DNA) (79).
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Ao ficarem expostos a maquinaria de reparo, os teldmeros desencadeiam respostas
de vérias cascatas bioquimicas, sendo as mais importantes delas: as vias das quinases
ATM (Ataxia telangiectasia mutated) e ATR (ATM- and Rad3-related) além da acdo de
mecanismos de reparo como: juncdo de pontas ndo homologas (c-NHEJ, classical non-
homologous end joining e alt-NHEJ, alternative non-homologous end joining) e
recombinacdo homdloga (HR, homologous recombination) (80). A ativagdo dessas vias

nos teldomeros pode culminar em diversas aberragfes cromossomicas (79).

Tais aberracfes geram diversas mutacdes no DNA (podendo inclusive ocorrer a
ativacdo da telomerase e/ou problemas em outras proteinas teloméricas) que criam um
ambiente propicio para a transformacdo maligna. A figura 10 a seguir exemplifica o

modelo basico de como o encurtamento telomérico contribui para a instabilidade

gendmica.
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Figura 10. Esquema basico de como o encurtamento telomérico pode gerar a instabilidade
gendmica. Na imagem vemos que o encurtamento telomérico excessivo e/ou problemas no
complexo shelterin deixam os telomeros desprotegidos. A partir dai, a 3’ G-overhang é
reconhecida pela maquinaria de reparo, que na auséncia de supressores tumorais, podem gerar
aberragdes cromossdmicas e mutagdes. Imagem adaptada de (79).

Em nivel de reflexdo, podemos perceber como o telémero pode ter tanto papel
oncogénico como o de supressor tumoral. Se por um lado telémeros curtos podem levar
a senescéncia celular e impedir a progressado de lesdes pré-malignas, por outro, telémeros
anormalmente curtos podem gerar instabilidade gendmica criando o ambiente propicio
para 0 acimulo de mutacdo e aparecimento do cancer. Ja telémeros longos podem
prevenir a instabilidade gendémica e a0 mesmo tempo aumentar demais a capacidade

proliferativa da célula, o que faz com que naturalmente a célula acumule mais mutacgdes
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(seja por influéncia de fatores externos ou por proprios erros naturais da maquinaria de

replicacdo de DNA) podendo levar ao cancer.

1.4.2 Shelterin e cancer:

O complexo shelterin, juntamente com a telomerase, € o principal responsavel por
realizar a manutencdo telomérica, e exatamente por isso, seus componentes Sdo
regularmente associados a neoplasias (81). De fato, alteracbes na expressdo de seus
componentes ja foram relatadas em diversos tipos de cancer como o de estdmago, rim,

mama, figado, entre outros (82, 83, 84, 85).

A proteina TPP1 apresenta uma regido denominada TEL patch que tem funcéo
associada ao recrutamento da telomerase (86, 87, 88). Estudos in vitro sugerem que
mutacdes nessa regido podem influenciar o recrutamento da telomerase (em células
tumorais que reativam a enzima), conferindo uma funcdo protetiva reduzindo a

proliferagdo e aumentando a morte celular (89).

A proteina POT1 se liga a 3’-overhang com a funcdo de proteger essa regido.
Algumas variantes dessa proteina parecem contribuir para o aparecimento de telémeros
anormalmente longos, estando diretamente relacionados a alguns tipos de cancer como:

melanoma familiar, glioma familiar e leucemia linfocitica cronica (90, 91, 92, 93, 94).

A principal fungdo da TRF1 é regular o comprimento do telémero por controlar a
atividade da telomerase (95). Esse fato confere potencial de supressor tumoral para a
proteina, o que fica demonstrado em uma pesquisa com roedores no qual a inibicdo da

TRF1 reduz o tamanho e o grau de malignidade em carcinoma de pulmao (96).

A proteina TRF2 ¢ essencial para a prote¢do telomérica, e sua deficiéncia esta
associada ao encurtamento telomérico e ao cancer. A expressdao da TRF2 (juntamente
com as proteinas TRF1 e TIN2) tem sua expressdo aumentada em lesbes pre-malignas
gastricas (82). Além disso, TRF2 interage com certos componentes da maquinaria de

reparo influenciado as aberragdes telomérica comuns em cancer (95).

Mutantes da proteina TIN2 sdo associados a diversas formas de disqueratose

congénita (97). Isso provavelmente se deve ao fato, de que essas mutantes, associadas a
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deficiéncias da POT1 levam ao aumento da desprotecdo da 3’G- overhang, que pode

contribuir para fusdes cromossdmicas (98, 99, 100, 101).

A proteina RAPL previne a fragilidade e recombinacdo telomérica pela sua
interacdo com a TRF2 (95). A RAP1 em associa¢do com a TRF2 é essencial na resposta
ao dano ao DNA em linhagens celulares de cancer géastrico (102).

1.4.3 CST e cancer

Além do complexo shelterin, outras proteinas sdo de extrema importancia para
manter a estrutura telomérica, e a deficiéncia dessas proteinas pode comprometer a
homeostase do telomero como um todo, estando diretamente relacionada ao processo de

tumorigénese (103).

O ja citado complexo CST, tem sua importancia na doenca. Dado sua importancia
na replicacdo do DNA, sua deficiéncia pode gerar disfuncdo telomérica severa. Ja foi
demonstrado a superexpressdo da CTC1, STN1 e TEN1 em cancer de mama e
osteosarcomas (104). Mutagdes da CTC1 também sdo diretamente relacionada com a
doenca de Coats, uma rara sindrome neuroldgica causada pelo mau funcionamento do
complexo CST (105).

Um trabalho recente nos mostra que a CTC1l e STN1 co-localizam com
marcadores classicos de ALT. Além disso, a deplecdo aguda de STN1 limita a proliferacédo
de células de osteosarcoma com fenotipo de manutencéo alternativa dos teldémeros. 1sso
sugere que o complexo CST pode ter papel fundamental na regulacdo telomérica de

celulas tumorais que ndo expressam a telomerase (106).

1.4.4 TERRA e cancer

O RNA telomérico TERRA foi identificado recentemente, e por isso existe pouca
informacao na literatura de como ele pode estar associado a doencas. Apesar disso, como
jamencionado anteriormente, ele é fundamental para a biologia dos telomeros e, portanto,

deve influenciar em processos patologicos. Exemplificando isso, um estudo recente
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relatou que a subexpressdo de TERRA esta associado a sarcopenia, e que sua expressao

pode ser modulada por dieta e exercicio fisico (107).

Além disso, diversas evidéncias demonstram que a expressdo do TERRA esta
diretamente associado ao fenotipo ALT, pode regular a atividade da telomerase e se
relaciona com vias de respostas a dano ao DNA telomérico, caracteristicas importantes a

células malignas (108).

1.5 Telébmeros e cancer de prostata.

Os telébmeros e seus componentes tem um papel fundamental na fisiopatologia do
CP, onde sdo considerados um grande potencial terapéutico, diagnostico e progndstico

para a doenca (109).

A instabilidade cromossémica causada pela disfuncdo telomérica € um evento
chave para a iniciacdo do CP, e isso fica evidente quando o encurtamento telomérico é

considerado um dos primeiros eventos moleculares na oncogénese da neoplasia (109).

Diversos motivos podem contribuir para o encurtamento anormal dos teldomeros,
e um destes é o dano ao DNA causada pelas espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive
oxygen species). Os telémeros sdo particularmente suscetiveis aos ROS, pois além de
serem ricos em guaninas, a maquinaria de reparo normalmente n&o age sobre eles (110).
Vale lembrar que uma das primeiras alteracdes moleculares no CP é o silenciamento de
GSTP1 e este gene € responsavel por um importante mecanismo protetor contra os danos
causados por ROS (111).

Inflamacdo cronica causada pelos mais diversos motivos (como por exemplo:
infeccOes, dieta, trauma mecénico, entre outros) esta diretamente associada a diversos
tipos de cancer, incluindo o de prostata (112, 113). Um provavel mecanismo é que a
inflamacdo crénica gera ROS, que leva os telomeros a ficarem criticamente curtos
levando a instabilidade gendmica, acompanhada por aberragdes cromossémicas e
acumulo de mutagdes, que finalmente inicia a transformacdo maligna nas células da

préstata.

Apesar de o fendtipo ALT estar presente no CP metastatico, o fenémeno nao foi

observado em tumores localizados, ou seja, podemos afirmar que a ativacdo da telomerase



24

€ uma etapa obrigatéria para a biogénese do CP. Confirmando isso, a expressdo
aumentada da telomerase é relatada em diversos tipos da neoplasia (114, 115). Na préstata
a atividade da telomerase é diretamente relacionada ao RA. Normalmente o RA se liga

ao promotor da TERT e coopera com o p53 para a inibicdo da enzima (116).

Porém, alteracBes nos RA fazem com que ele tenha a funcdo contraria no cancer:
em linhagens celulares de CP, é observado que 0s RA ativem a expressao da TERT. 1sso
é confirmada quando observamos a diminuigdo da expressdo da TERT ao tratar células
RA positivas com MAS (methaneseleninic acid), que diminui a expressao proteica dos
RA (117). Também existem evidéncias que os RA regulam a atividade do complexo
shelterin na doenca, 0 que faz com que tais receptores contribuam diretamente para a
desregulacdo telomérica (118). Na realidade, hoje sabemos que a ac¢do hormonal
(incluindo os androgenos) é fundamental para a manutencéo telomérica, com implicacdes

relevantes em tumores horménio-dependente, como CP (119).

Outro mecanismo € a contribuicdo do oncogene MYC e do fator de transcricao
SP1 na superexpressdo da TERT. O promotor da TERT contém cinco GC-boxes, que
podem ser reconhecidos pelo fator de transcricdo SP1, e duas E-boxes que podem ser
reconhecidos pelo MYC. Juntos, o MYC e o SP1 atuam cooperativamente para promover
a expressdo da TERT no CP. A superexpressdao do MYC e SP1 é suficiente para a
reativacdo da telomerase (120, 121).

A figura 11 representa um modelo que propde de forma resumida o papel dos

teldmeros e seus componentes na iniciacdo e progressao do CP.
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Figura 11. Modelo tedrico que ilustra o papel dos telémeros na progressao do cancer de prostata.

Figura adaptada de (122).
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1.6 Justificativa

Os teldmeros estdo diretamente relacionados com o processo patolégico do CP,
tendo um grande potencial terapéutico, diagnostico e progndstico que pode auxiliar na
pratica clinica da doenca. A manutencéo dos telémeros € realizada principalmente pelos
complexos datelomerase, CST, shelterin e pelo TERRA. Apesar disso, informagdes sobre
a expressao de seus componentes sdo escassas e com pouca relagdo com parametros
clinicos, mecanismos moleculares e implicagdes na progressao do CP, justificando a
realizacdo de um trabalho sobre o assunto. No presente estudo avaliamos a expressdo dos
componentes destes complexos durante os estagios da progressdo do CP, relacionando os
dados de expressdo com pardmetros clinicos e tamanho telomérico visando, encontrar
possiveis biomarcadores e alvos terapéuticos além de elucidar o papel dessas moléculas

na doenca.



2. Objetivos
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2.1 Objetivo Primario

Avaliar o papel dos componentes dos complexos shelterin, CST, telomerase,

TERRA e tamanho telomérico tumoral na progresséo do cancer de prostata.

2.2 Objetivos Secundarios

e Verificar mutagdes e alteracbes no nimero de copias (CNVs) dos complexos
shelterin (POT1, TRF1, TRF2, TIN2, TPP1 e RAP1), telomerase (TERT e TERC)
e CST (CTC1, STN1 e TENL1) a partir de analises de bioinformatica em coortes
de CP.

e Avaliar a expressdo génica de cada componente dos complexos shelterin,
telomerase, CST utilizando analises de bioinformética em coortes de CP.

e Avaliar a expressdo génica de cada componente dos complexos shelterin,
telomerase, CST e TERRA a partir de dados experimentais de espécimes
cirurgicas e linhagens celulares de CP.

e Medir o tamanho do telémero de espécimes cirdrgicas e linhagens celulares de
CP.

e Relacionar os dados de expressao génica e do tamanho dos telomeros com
parametros clinicos e com a progressdo do CP.



3. Métodos
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3.1 Tipo de estudo

Esta tese consistiu em um estudo observacional retrospectivo ndo randomizado.
Foi submetido e aprovado no comité de ética de pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) sob o nimero 3.196.078. Todos 0s pacientes
assinaram o Termo de Consentimento de Livre e Esclarecido (TCLE) e foram informados

sobre os possiveis riscos do estudo.

3.2 Epoca e local

A realizacdo deste trabalho ocorreu entre abril de 2019 e dezembro de 2022 no
Laboratorio de Investigacdo Médica 55 (LIM55) da disciplina de Urologia da FMUSP.

3.3 Casuistica

3.3.1 Analises de bioinformética

As alteracdes nos genes estudados foram avaliadas utilizando dados de coortes de
CP do The Cancer Genome Atlas (TCGA) (n=499) e SU2C / PCF (n=444) depositados
no repositorio publico cBioPortal (123, 124, 125). A coorte do TCGA foi composta por
amostras de cancer localizado e a coorte SU2C/PCF por biopsias de cancer de préstata

metastatico resistente a castracao.

A avaliacdo da expressdo génica foi realizada utilizando os dados do TCGA do
CP utilizando o software online GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis)
(126). A populagéo do TCGA foi composta por 497 amostras de tumor localizado e 152
amostras de tecido normal. Nas curvas Kaplan—Meier a expressdo foi normalizada
utilizando o gene B2M como controle enddgeno. O coeficiente de correlagdo foi

determinado pelo método de Spearman.

Todas as imagens utilizadas séo originais do cBioPortal e GEPIA com pequenos

ajustes de estilo.
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3.3.2 Amostras de Pacientes

Utilizamos 81 espécimes cirdrgicos de pacientes com CP tratados por
prostatectomia radical no Hospital Sirio Libanés pela equipe do Prof. Dr. Miguel Srougi.
Como controle, analisamos 10 amostras de tecido prostatico benigno (HPB), obtidos de
glandulas hiperplésicas de pacientes operados pela mesma equipe. Todas as amostras
passaram por andlise histoldgica pelo mesmo patologista (Profa. Dra. Kétia Leite). As

caracteristicas clinicas dos pacientes estdo resumidas na tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes

Grupo Controle (HPB)
Idade (anos) * 65,5 (= 2,80)
PSA pré operatério (ng/ml) * 9,62 (£ 6,68)
Tamanho Prostatico (cm?) * 61,71 (+ 20,55)

Grupo Cancer (CP
Idade (anos) * 60,57 (£ 8,17)
PSA pré operatério (ng/ml) * 8,37 (£ 9,20)
VVolume Tumoral (%) * 18,98 (+18,77)
Volume Tumoral (cm?) * 9,28 (£ 13,01)
Estadiamento patologico (pT) **
pT2 52
pT3 29
ISUP **

1 27
2 5
3 12
4 18
5 19

Recidiva Bioquimica **
Sim 17
Né&o 52
Sem informacéo 12

Risco (baseado em (30)) **

Muito Baixo ou Baixo 25
Intermediario favoravel 3
Intermediario desfavoravel 10
Alto 43

* Média e desvio padréo; ** nimero absoluto (n)
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3.3.3 Linhagens Celulares

Utilizamos como modelo metastases do CP as linhagens celulares LNCaP
(derivada de metastase linfonodal, sensivel a castracdo), DU145 (derivada de metastase
cerebral, resistente a castracdo) e PC3 (derivada de metédstase Ossea, resistente a
castracdo). Como controle, utilizamos a linhagem celular PNT2, derivada de um epitélio

prostatico normal imortalizado.

As células foram acondicionadas em placas de cultura de 25cm?2 contendo meio
de cultura RPMI (LNCaP e PNT2) ou MEM (PC3 e DU145) (Life Technologies,
Waltham, MA, EUA), suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10% e solugédo
antibidtica e antimicotica (Sigma Co, St Louis, MO, EUA) a 1%. As placas foram
mantidas na estufa para culturas de células contendo atmosfera tmida composta por 95%
de ar e 5% de CO2 a temperatura de 37°C.

Para as reacdes de PCR em tempo real utilizamos triplicatas das linhagens
celulares. A autenticacdo das linhagens celulares foi realizada por ensaio de STR através
do servico disponivel pela Rede Premium da FMUSP.

3.4 Métodos

3.4.1 Extracéo do RNA total

Para extracdo de RNA e microRNA foi utilizado o kit de isolamento
miRVana®miRNA (Ambion, Austin, Tx, EUA), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Este kit permite o isolamento de todos os tipos de RNA. As preparagdes das
amostras de tecidos frescos foram realizadas em gelo e da maneira mais rapida possivel

para prevenir a degradacdo por proteases.

Foram adicionados 500ul do tampao de lise (10 vezes o volume da massa
tecidual), e 10% do volume total de aditivo para homogeneizacdo nas linhagens celulares
e logo apos os tubos foram colocados em gelo por 10 minutos. Foram adicionados 500uL
de fenol cloroférmio, e as amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas na
velocidade 10.000g por 5 minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa foi removida e

transferida para um novo tubo onde foi adicionado um terco do volume de etanol 100%
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a temperatura ambiente. A solucdo entdo 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 o RNA, foram realizadas lavagens com solugdes proprias
do kit, intercaladas com centrifugacGes. Apds o descarte do filtrado, centrifugamos por
mais 1 min a 10.000g para secagem da coluna. As colunas foram repassadas para um
novo tubo e entdo adicionamos 100uL solugdo de elui¢do pré-aquecida a 95°C, no centro
da coluna. Apds 1 min a temperatura ambiente 0 RNA foi centrifugado e armazenado a -
20°C até sua utilizacdo. A pureza e concentracdo do RNA foram mensuradas em
espectrofotdbmetro Nanodrop ® (260/280nM) (ND1000, Wilmington, EUA).

3.4.2 Transcricao reversa (RT)

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando-se o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription® (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA)
que utiliza a Transcriptase reversa Multiscribe™ e primers randémicos. O RNA total foi
diluido em H20O livre de nucleases em um volume final de 40ul e concentragdo de
500ul/ng. A este volume foram acrescentados 4ul de oligonucleotideos randomicos
(10X), 1,6l do mix de dNTPs (25X), 4ul do tampao da enzima (10X), 2ul da enzima
transcriptase reversa e 8,4l de 4gua 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, Foster City, CA, EUA).

O cDNA do microRNA 155 (e seu controle enddgeno) foi obtido usando
TagMan® miRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Uma quantidade de 500ng/ul de miRNA foi diluida em 20ul de agua. Deste volume, 3ul
foram submetidos a transcri¢do reversa, onde foram adicionados 7ul de mix contendo os
reagentes do kit: 0,15ul de DNTP mix, 0,5ul da enzima transcriptase reversa, 1,5ul do
tampao da enzima, 0,19l de inibidor de RNAse, 3,66ul de dgua livre de nucleasse e 1ul
de primer stem-loop com sequéncia especifica para os miRNA, totalizando 10ul de
cDNA. A reacdo foi realizada em equipamento PCR Veriti® (Applied Biosystem, Foster
City, CA) seguindo o0s seguintes parametros: 30 min a 16°C, 30 min a 42°C e 5 min a

85°C. Ao final das reagdes os cDNA foram armazenados a -20 °C até o uso.
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3.4.3 Anélises de expressdo de génica por PCR em tempo real quantitativo

As expressodes dos RNAs estudados foram avaliadas a partir do cDNA utilizando
a metodologia de transcri¢do reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real quantitativa no sistema ABI 7500 Fast RT-PCR no modo standard utilizando-
se Master Mix PCR TagMan Universal (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

As expressdes dos RNA individuais foram analisadas utilizando sondas
TagMan® especificos, com seus codigos tabela 2. Este protocolo TagMan® utiliza dois
iniciadores ndo fluorescentes e uma sonda com dupla marcacdo que se anela a regiao
localizada entre os iniciadores. Esta marcacdo dupla é formada por um fluoréforo que
emite luz quando excitado e um quencher que absorve luz emitida pelo fluoréforo.
Durante os ciclos da PCR, a sonda € quebrada pela Taqg polimerase na etapa de extensao
do iniciador anelado. Esta quebra da sonda elimina a absorcdo pelo quencher que pode
ser entdo medida através de uma camera situada na parte superior do equipamento. A
quantificacdo da emissdo absorvida pela cadmera apds quebra da sonda permite a
quantificacdo indireta do RNA alvo contido na reacdo apo6s cada ciclo da PCR. Para
amplificacao dos fragmentos desejados as reagdes foram feitas com 0,5uL. de uma solugdo
contendo um par de primer conforme tabela 3 e a sonda (com a marcagdo), SuL do
TagMan Master Mix, 3,5uL de agua nucleasse free e 1pL de cDNA, somando um total
de 10uL para cada reagdo.

As condigdes das reagdes foram: 2min a 50°C, 10min a 95°C e 45 ciclos de 15
segundos a 95°C e 1 min a 60°C. Todas as reacdes foram realizadas em duplicatas. O
nivel de expressdo dos genes alvo foi obtido pelo método 2-2ACT ytilizando os genes

B2M(genes) e RNU48 (miR-155) como controles enddgenos das reacoes.

Especificamente para a determinagéo da expressdo do TERRA, utilizamos o kit
gPCRBIO SyGreen Mix (Wayne, Pennsylvania, EUA) que utiliza a metodologia de Sybr
Green para determinar a expressao génica. Basicamente, o Sybr Green é um intercalante
de DNA dupla fita inespecifico que emite fluorescéncia toda vez que se liga no DNA
recém-formado em uma reacdo de PCR. A sequéncia dos iniciadores do TERRA
192q10q13q foi retirada de (127) e esté presente na tabela 2. A reacéo de expressao seguiu
0 protocolo do mesmo artigo.
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Tabela 2. Sondas e iniciadores utilizados no trabalho

Nome Cadigo

POT1 Hs00209984 ml

TRF1 Hs00819517 mH

TRF2 Hs01030567 ml

TPP1 Hs00368526 g1

TIN2 Hs01554307 g1

RAP1 Hs01033742 m1

TERT Hs00972650 m1

TERC Hs03454202 sl

CTC1 Hs00228274 m1

STN1 Hs00372796 ml

TEN1 Hs01079132 ml

B2M Hs 00187842 ml

miR155 2623

RNUA48 1006

Nome Foward Reverse

TERRA | GAATCCTGCGCACCGAGAT CTGCACTTGAACCCTGCAATAC
MRefl |GGTGATGGGATTTCCATTGATG |CTTCATTGACCTCAACTACATGG

3.4.4 Determinacéo do tamanho do telémero por PCR em tempo real quantitativa

Para a determinacdo do tamanho telomérico, o DNA foi extraido utilizando o kit
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). Primeiramente as amostras foram
maceradas seguido de adi¢ao de 20ul de proteinase K e 200ul de solugdo de lise (Buffer
AL). Entdo as amostras foram incubadas a 56°C por 10 minutos. Os tubos foram
centrifugados e foi adicionado 200ul de etanol 96 — 100%. Em seguida as amostras foram
agitadas e centrifugadas. Depois, a amostra foi transferida para um novo tubo, contendo
uma coluna de filtracdo fornecida pelo kit, sequido de centrifugacdo. Apos o descarte do
filtrado, a amostra passa por etapas de lavagem da coluna com 500ul das solugdes Buftfer
AW1 e Buffer AW2, respectivamente. Apos as lavagens, as colunas foram transferidas
para um novo tubo, no qual sera adicionado 200ul da solucao de elui¢dao (Buffer AE). Na
etapa final, as amostras sdo incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto e entdo

centrifugadas.

A pureza e concentracdo do DNA foram mensuradas em espectrofotdmetro
Nanodrop® (ND-1000, Wilmington, EUA) (260/280nM).
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Para mensurar o tamanho do telémero tumoral, utilizamos a técnica de PCR em
tempo real quantitativa adaptada de (128). A técnica utiliza DNA genémico para realizar
uma PCR em tempo real convencional com algumas modificagdes. Basicamente,
utilizam-se iniciadores que se ligam aos segmentos ricos em citosinas (C) e guaninas (G),
mas sdo incompativeis nas outras bases; além de temperaturas mais baixas durante os
primeiros dois ciclos da reacdo (permitindo que os iniciadores se liguem ou emparelhem
com o DNA telomérico). Os ciclos remanescentes entdo sdo completados em
temperaturas mais altas para amplificar somente os produtos especificos da amostra a
partir dos dois primeiros ciclos. Na técnica original o tamanho telomérico é mensurado
pela comparagdo do produto de amplificacdo do teléomero (T) com um gene de copia
simples (S). A razdo T/S é entdo utilizada para calcular um valor que se correlaciona com

0 comprimento médio dos telébmeros.

No DNA tumoral é comum a presenca de aneuploidia, o que limita a utilizacdo
desta técnica, pois € dificil selecionar um gene de cdpia simples universal. Para contornar
esse problema, adaptamos a reacédo utilizando como controle uma sequéncia de DNA com
maltiplas copias espalhadas pelo genoma, o que melhora a normalizacdo em amostras de
cancer por atenuar os efeitos da aneuploidia. Essa estratégia foi proposta em (129), onde
os autores demonstram sua eficiéncia inclusive em amostras de CP. O controle utilizado
foi retirado desse mesmo artigo e sua sequéncia esta descrita na tabela 2 (chamado de

MRef1, como no artigo original).

Os pares de iniciadores para a sequéncia do telédmero foram do kit Relative Human
Telomere Length Quantification qPCR Assay Kit (ScienCell’s, CA, EUA), com a reagédo
j& padronizada. O tamanho do teldmero foi determinado em reagdes de 10 pL contendo
0,5 pl de cada iniciador, 3,5 pl de H20, 1 pl de DNA e 5 pl 2x gPCRBIO SyGreen Mix
(Wayne, Pennsylvania, EUA). Cada reacdo utilizou 5ng de DNA.

A reacdo de PCR foi realizada em um termociclador ABI 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, CA, EUA). As condigdes de reacdo foram: 2 minutos
a 50°C, 10 minutos 95°C e 35 ciclos de 20 segundos a 95°C, 20 segundos a 52°C e 45
segundos a 72°C. As reacgdes foram realizadas em duplicatas.
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A figura 12 a seguir representa de forma esquematizada o delineamento

experimental deste trabalho.

Amostras de
Cancer de Prostata

l

Alteracdes no DNA Expressao génica Amostras teciduais

Linhagens celulares

Extracao
DNA RNA
Tamanho do Expressao génica
telémero
Analise de Resultados
Figura 12. Delineamento experimental esquematizado.
3.6 Desfechos
Os dados obtidos foram avaliados da seguinte forma:
o Verificamos se as alteragcdes gendmicas (mutacdes e CNVs) podem diferenciar o

CP localizado do CPRC.
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o Analisamos se a expressdo génica dos componentes da maquinaria telomeérica e o
tamanho do teldmero pode diferenciar o CP localizado do grupo controle.

o Os dados de expressdo génica da coorte do TCGA foram associados com curvas
de sobrevida global e livre de doenca. O ponto de corte utilizado foi a mediana da
expressao génica.

o A expressdo génica e o tamanho do telémero da coorte clinica correlacionados
com os seguintes fatores progndsticos: niveis de PSA pré-operatdrio (considerando 10
ng/ml como ponto de corte e correlagédo direta), volume tumoral (em cm?3 e porcentagem
da prostata acometida pelo tumor), estadiamento patologico (pT2 versus pT3), escore da
ISUP (cada grupo representando um estagio do escore), risco do cancer (categorizamos
0s dados de acordo com seu risco e analisamos por testes de correlacdo) e recidiva
bioquimica (presenca versus auséncia). Consideramos recidiva bioquimica quando os
niveis de PSA sérico ultrapassaram 0,2 ng/ml apds tratamento. Para facilitar a
visualizacdo dos resultados somente os resultados significativos (ou com valores de p
préximos a 0,05) serdo apresentados.

o Avaliamos se os valores de expressdo génica e do tamanho dos telomeros podem
diferenciar as linhagens celulares utilizadas. Mais especificamente, verificamos se 0s
dados podem diferenciar 1- As células de CP metastéatico das células do epitélio prostatico
normal e 2- A linhagem sensivel a blogueio androgénico (LNCaP) das células de CPRC
(DU145 e PC3).

3.7 Analise estatistica

Os resultados experimentais de expressdo génica e tamanho dos teldmeros foi
obtido pelo software DataAssist v3.01. Os graficos e analise estatistica foram realizadas
utilizando o programa GraphPad Prism 8.

Todas as variaveis passaram por pelo teste D'Agostino & Pearson para verificar
se elas apresentavam ou ndo distribuicdo normal. Caso apresentassem distribuicédo
gaussiana, foram submetidas aos testes de hipoteses Teste T de Student, ANOVA com
post-hoc de Bonferroni e correlacdo de Pearson. Caso nédo apresentassem distribuigédo
gaussiana, foram submetidas aos testes de hipdteses Teste de Mann-Whitney, ANOVA
ndo parametrica com post-hoc de Dunn e correlacéo de Spearman. O teste de contingéncia

utilizado foi exato de Fischer.
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Para todas as analises estatisticas, nos consideramos um nivel de significancia de

5% (p < 0,05) para rejeitar a hipotese de nulidade.

3.8 Financiamento

Este estudo foi financiado pela verba institucional do Laboratério de Investigacéo
Médica 55 (LIM55) da disciplina de Urologia da FMUSP e pela Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) sob ndmero
88887.464553/2019-00.
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4.1 Complexo Shelterin

4.1.1POT1

Na figura 13A verificamos que as alteragdes gendmicas da POT1 ndo sdo comuns
no CP, no cancer localizado menos de 2% das amostras tem alguma alteragcéo e no cancer
de préstata metastatico resistente a castracdo (CPRC) pouco mais de 5% das amostras
estdo alteradas. O numero de delecdes € bastante similar entre as duas coortes, porém, o
numero de mutacdes e, principalmente, de amplificacdes é relativamente maior no CPRC
(p< 0,001) o que indica que o0 aumento da POT1 pode estar relacionado com a aquisi¢ao

do fen6tipo metastatico.

Quando analisamos a expressdo génica, verificamos uma discreta superexpressao
sem significancia estatistica no CP em relagdo ao controle, tanto na coorte do TCGA
(Figura 13B) quanto na coorte clinica (Figura 13D). Porém, os tumores mais agressivos
tendem a expressar mais POT1. Na coorte do TCGA verificamos uma pior sobrevida livre
de doenca nos pacientes que apresentam expressao da POT1 acima da mediana (Figura
13C, p = 0,00054). Na coorte clinica, os tumores de escore de ISUP 5(Figura 13E) e 0s
que ndo estdo confinados a prostata também exibem maior expressdo de POT1 (Figura
13F, p=0,0049). Além disso, temos um aumento da expressdo de POT1 em pacientes que
posteriormente tiveram recidiva biogquimica, com significancia estatistica marginal
(Figura 13G, p= 0,08). Ainda, a maior expressdo de POT1 se correlaciona com maior

volume tumoral (em cm? e porcentagem) e com o maior risco do cancer (Figura 131)

Finalmente, na figura 13H é possivel ver um aumento progressivo na expressao
de POT1 nas linhagens celulares, onde a menor expressao esta presente na PNT2 (epitélio
normal), seguido da LNCaP (sensivel a castragdo, modelo proximo de uma doenca
localmente agressiva) e por fim da DU145 e PC3 (modelos CPRC altamente agressivos).
Aqui vale ressaltar que a PC3 é considerada a célula com maior potencial metastatico e
agressividade e apresenta a maior expressao da POT1 (130).
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Figura 13. Envolvimento de POT1 no cancer de prostata. Em A temos as alteragdes gendmicas
e suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B temos a comparacdo de expressao do tecido
maligno com o normal na coorte do TCGA. Em C temos a curva de sobrevida livre de doenca de
amostras na coorte do TCGA. Em D temos a comparagéo do tecido maligno com o controle na
coorte clinica. Em E, F e G temos a relagdo da expressdo de POT1 com fatores progndstico (ISUP,
estadiamento patoldgico e recidiva bioquimica, respectivamente). Em H temos a expressao de
POTL1 nas linhagens celulares. Em | temos as correlagBes entre niveis de expressdo e volume
tumoral (em cm?3 e porcentagem) e com o risco do cancer, respectivamente.
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412 TRF1

Os resultados obtidos das analises de TRF1 fogem do padréo do resto do trabalho,
e exatamente por isso foram feitas algumas andlises adicionais. Esses dados estdo

resumidos na figura 14.

Na figura 14A vemos que cerca de 5% dos tumores localizados apresentam
alteracbes em TRF1, a maioria delas do tipo amplificagdo, ja na coorte do CPRC temos
um grande enriquecimento no namero de amplificagdes (p<0,001) com cerca de 25% das
amostras apresentando amplificacbes em TRF1. Além disso, analises no cBioportal
demonstram que as amplificacdes de TRF1 sdo acompanhadas pelo aumento da expressdo

génica (dados ndo mostrados).

No CP localizado, os pacientes sem alteraces em TRF1 tiveram uma melhor
sobrevida global (Figura 14B, p = 0,027), mas na coorte CPRC amplificagbes em TRF1

ndo alteraram a sobrevida global dos pacientes (Figura 14C, p = 0,561).

Em relacdo a sua expressdo, vemos uma discreta, porém significativa
subexpressdo no CP em relacdo ao controle na coorte do TCGA (Figura 14D, p<0,01).

Na coorte clinica ndo conseguimos detectar nenhuma expressdo de TRF1 (Figura 141).

Em relacdo ao prognostico, ndo foi possivel realizar nenhuma associacao na coorte
clinica, mas, na coorte do TCGA vemos que a superexpressdo de TRF1 esta associado
com a pior sobrevida global (Figura 14E, p=0,028) e sobrevida livre de doenca (Figura
14F, p=0,023). Nds também correlacionamos a expressdo de TRF1 com a expressdo do
RA. O RA foi escolhido por sua associacao com a progressao do CP e a manutencao dos
teldmeros no cancer (116, 118, 131, 132). A expressdo de TRF1 teve uma correlagéo
positiva forte com RA no tecido maligno (Figura 14G, r = 0,7, p <0,001), mas ndo no
tecido normal (Figura 14H, r = -0,023).

Para melhor explorar a auséncia de expressdo de TRF1 na coorte clinica
estudamos a expressdo do microRNA 155 (miR-155) em nossas amostras. O miR-155 é
0 Unico microRNA identificado na literatura como inibidor da expresséo génica de TRF1
e ja foi associado a desregulacdo desse gene em amostras de cancer de mama e prostata
(133, 134). Observamos que 0 miR-155 esta superexpresso nas amostras clinicas de CP
(Figura 14J, p = 0,0348), o que poderia explicar esse fendmeno. Vale ressaltar que este

microRNA tambem € superexpresso na coorte do TCGA (dados ndo mostrados).
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Figura 14. Envolvimento de TRF1 no cancer de prostata. Em A temos as alteracdes genémicas
e suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B e C temos como as alteragcBes genéticas
impactam na sobrevida global do CP localizado e CPRC respectivamente. Em D a comparagéo
de expressdo do tecido maligno com o normal na coorte do TCGA. Em F temos a curva de
sobrevida global de amostras na coorte do TCGA. Em G temos a curva de sobrevida livre de
doenca de amostras na coorte do TCGA. Em G e H temos a correlagéo entre a expresséo do RA
e TRF1 no CP e controle respectivamente, na coorte do TCGA. Em | temos a expressdo de TRF1
na comparagdo do tecido maligno com o controle na coorte clinica. Em J temos a expresséo do
miR-155 na comparacdo do tecido maligno com o controle na coorte clinica. Em K temos a
expressdo de TRF1 nas linhagens celulares. Em L temos a expresséo de miR-155 nas linhagens
celulares. * Log,FC Cutoff: 0,15 p<0,01.
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Finalmente, nas linhagens celulares observamos uma diminuicdo na expressao de
TRF1 progressiva da LNCaP para a PC3 (Figura 14K, p= 0,0242). Por questdes técnicas
ndo conseguimos comparar a expressdo de miR-155 da PNT2 com as linhagens de CP.
Apesar disso, quando estudamos a expressdo do miR-155 ndo observamos diferencas
significativas entre as linhagens celulares de CP (Figura 14L), sugerindo outro

mecanismo de controle de TRF1.

4.1.3 TRF2

A figura 15A nos mostra que pouco menos de 5% dos tumores localizados tem
alteracdes genéticas em TRF2, a grande maioria delas sendo delecdes. Na coorte do
CPRC, cerca de 3% das amostras apresentam alteragfes, com uma diminui¢cdo na
proporcédo de delecbes e um leve aumento na proporgdo de mutacdes e amplificacbes em

relacdo a coorte do CP localizado, porém sem diferencas significativas.

Né&o verificamos diferengas significativas na expressdao de TRF2 na coorte do
TCGA (Figura 15B), mas observamos uma superexpressao significativa na coorte clinica
(Figura 15D, p=0,0345). Em relacdo ao prognostico, temos resultados contrastantes. Na
coorte do TCGA verificamos que a superexpressdo do TRF2 apresenta uma tendéncia de
piora na sobrevida global (Figura 15C, p=0,074). Ja na coorte clinica, 0 aumento de TRF2
esta associado marginalmente com niveis de PSA menores que 10 (Figura 15E, p=0,059).
Por outro lado, 0 aumento da expressao génica de TRF2 se associa significativamente
com o escore de ISUP 5 (Figura 15F, p= 0,0164) e com tumores pT3 (Figura 15G, p
<0,0001). Finalmente, verificamos uma correlagdo positiva entre os niveis de expressdo
de TRF2 e 0 volume tumoral tanto em cm? quanto em porcentagem da prostata acometida
pela doenca (Figura 151 r= 0,26 p= 0,019 e r= 0,35 p= 0,0016, respectivamente).

Nas linhagens celulares observamos uma superexpressao de TRF2 nos modelos
de CPRC (Figura 15H). Existe uma um aumento significativo em TRF2 na PC3 em
relacdo & LNCaP e PNT2 (p= 0,0441 e p= 0,0125, respectivamente) e na DU145 em
relagdo a PC3, LNCaP e PNT2 (p= 0,0134, p=0,0002 e p<0,0001, respectivamente).
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Figura 15. Envolvimento de TRF2 no cancer de prostata. Em A temos as alterages gendmicas e
suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B temos a comparacdo de expressao do tecido
maligno com o normal na coorte do TCGA. Em C temos a curva de sobrevida global de amostras
na coorte do TCGA. Em D temos a comparacdo do tecido maligno com o controle na coorte
clinica. Em E, F e G temos a relacéo da expressdo de TRF2 com os fatores prognostico (PSA,
ISUP e estadiamento patoldgico, respectivamente). Em H temos a expressdo de TRF2 nas
linhagens celulares. Em | temos as correlagfes entre niveis de expressdo e volume tumoral (em
porcentagem e cm3).
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41.4TPP1

Na figura 16A vemos que pouco mais de 3% das amostras de cancer localizado
apresentam delecGes em TPP1, sem a presenca de amplificacdes e/ou mutagdes. Na coorte
do CPRC, vemos que pouco mais de 4% das amostras apresentam alguma alteracdo em
TPP1. Apesar de uma anélise de contingéncia ndo demonstrar diferenca estatistica entre
as duas coortes, nas amostras de CPRC, temos alguns casos de mutagdes e uma proporgao

relativamente grande (aproximadamente metade de todas as alteracGes) de amplificacdes.

Em relacdo a comparacdo do cancer com o tecido controle, temos resultados
diferentes: na coorte do TCGA, vemos uma subexpressdo de TPP1 no tecido maligno
(Figura 16B, p<0,01) e na coorte clinica vemos uma superexpressao com significancia
estatistica marginal de TPP1 (Figura 16E, p= 0,051).

Em relacdo ao prognostico, temos que o aumento da expressdo de TPP1 esta
relacionado a pior sobrevida global (Figura 16C, p= 0,028) e a pior sobrevida livre de
doenca (Figura 16D, p= 0,0004) na coorte do TCGA. Na coorte clinica, a superexpressao
de TPP1, esta associada ao pior escore de ISUP (Figura 16F, p= 0,0232), tumores pT3
(Figura 16G, p<0,0001) e a recidiva bioquimica (Figura 16H, p= 0,0022). Ainda temos
correlagdes positivas entre a expressao de TPP1 e o volume tumoral tanto em cm? quanto
em porcentagem da prostata acometida pelo cancer (Figura 16J r= 0,29 p= 0,028 e r= 0,32

p= 0,017 respectivamente).

Finalmente, nas linhagens celulares ndo temos diferencas significativas na
expressdo de TPP1, apesar de termos uma superexpressao nas amostras de CP, sobretudo
na LNCaP (Figura 161).
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Figura 16. Envolvimento de TPP1 no cancer de prostata. Em A temos as alteragdes gendmicas e
suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B temos a comparacdo de expressao do tecido
maligno com o normal na coorte do TCGA. Em C temos a curva de sobrevida global de amostras
na coorte do TCGA. Em D temos a curva de sobrevida livre de doenca de amostras na coorte do
TCGA. Em E temos a comparacao do tecido maligno com o controle na coorte clinica. Em F, G
e H temos a relacdo da expressdo de TPP1 com fatores progndsticos (ISUP, estadiamento
patologico e recidiva bioquimica, respectivamente). Em | temos a expressdao de TPP1 nas
linhagens celulares. Em J temos as correlac@es entre niveis de expressdo e volume tumoral (em
porcentagem e cm?). * Log.FC Cutoff: 0,5 p<0,01.
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4.1.5 TIN2

Vemos que menos de 0,5% das amostras de céancer localizado apresentam
delecdes em TINZ2, enquanto no CPRC temos um aumento significativo de alteracdes,
com cerca de 3,5% das amostras alteradas, a maioria delas sendo amplificagbes (Figura
17A, p<0,0001).

Assim como nos resultados da TPP1, temos dados contrastantes na comparagéo
entre CP e controle. Na coorte do TCGA (Figura 17B) ndo verificamos diferencas entre
na expressdo de TIN2. Na coorte clinica observamos que este gene esta superexpresso no
CP (Figura 17D, p=0,0004). Os provaveis motivos para essa diferenca serdo comentados

na discussao.

Em relacdo ao prognostico vemos uma tendéncia que 0s tumores com pior
sobrevida livre de doenca superexpressam TIN2 na coorte do TCGA (Figura 17C, p =
0,098). Na coorte clinica, observamos que a maior expressdo de TIN2 em tumores que
ndo estdo confinados a prostata (Figura 17E, p= 0,005) e que tiveram recidiva bioquimica
apos tratamento (Figura 17F p= 0,0015). Temos ainda correlac@es significativas entre a
expressao génica e o volume tumoral tanto em cm3 quanto em porcentagem da prostata
acometida pelo céancer (Figura 17H r= 0,27 p= 0,021 e r= 0,25 p= 0,0397
respectivamente). Finalmente observamos uma correlagdo marginal entre a expressao de
TINZ2 e os niveis de PSA pré-operatério (Figura 17H, r=0,21 p=0,08)

Nas linhagens celulares vemos uma grande expressdo de TIN2 na LNCaP em
relacdo a PNT2 e os modelos de CPRC (Figura 17G, p<0,0001).
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Figura 17. Envolvimento de TIN2 no cancer de prostata. Em A temos as alteragdes gendmicas e
suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B temos a comparacdo de expressao do tecido
maligno com o normal na coorte do TCGA. Em C temos a curva de sobrevida livre de doenca de
amostras na coorte do TCGA. Em D temos a comparacgéo do tecido maligno com o controle na
coorte clinica. Em E e F temos a relagcdo da expressdo de TIN2 com fatores prognosticos,
estadiamento patolégico e recidiva bioguimica, respectivamente). Em G temos a expressao de
TIN2 nas linhagens celulares. Em H temos as correlagdes entre niveis de expressdo e PSA pré-
operatorio e volume tumoral (em porcentagem e cmg), respectivamente.
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4.1.6 RAP1

Vemos que as alteracfes genéticas em RAP1 tém frequéncia parecidas nos CP
localizado (cerca de 8%) e CPRC (pouco mais de 6%) e a maioria delas sdo do tipo
delecdes (Figura 18A). Apesar disso, o CP localizado apresenta algumas mutagdes
enquanto o CPRC apresenta algumas amplificagdes, sem diferencas estatisticas entre as

duas populacgoes.

Em relacdo a expressdo génica no tecido tumoral, temos um fendmeno parecido
com o da expressdo de TIN2: ndo temos diferenca na expressdo entre CP e controle na
coorte do TCGA (Figura 18B), mas temos uma superexpressao na coorte clinica (Figura
18E, p<0,0001).

Observamos também que 0 aumento da expressdo de RAP1 esta associado ao pior
prognostico em ambas as casuisticas. Na coorte do TCGA, tumores que superexpressam
RAPL1 tem pior sobrevida global (Figural8C, p=0,019) e uma tendéncia a pior sobrevida
livre de doenca (Figura 18D, p=0,077). Na coorte clinica, temos que a menor expressao
de RAPL esta associada a pacientes com PSA menor que 10ng/ml (Figura 18F, p
=0,0004), a tumores confinados a prostata (Figura 18G, p=0,0005) e a auséncia de
recidiva bioquimica (Figura 18H p=0,0093). Além disso, é possivel fazer uma correlacdo
positiva entre a expressao de RAP1 e os niveis de PSA sérico, ao volume tumoral e ao
risco da doenca (Figura 18J, r=0,39 p=0,0031; r=0,35 p=0,0099; r= 0,28 p= 0,0478;
r=0,27 p= 0,0469, respectivamente).

Nas linhagens celulares, temos novamente um fendmeno semelhante & expresséo
de TIN2: vemos a superexpressao de RAP1 na LNCaP em relacdo as outras trés linhagens
celulares (Figura 18G). Apesar disso, quando comparamos a PNT2 somente com a
DU145 e PC3 vemos uma superexpressao significativa nas linhagens de CPRC (dados

ndo mostrados), o que indica que de fato ha um aumento de RAP1 nas células malignas.
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Figura 18. Envolvimento de RAP1 no cancer de prdstata. Em A temos as alteragdes genémicas
e suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B temos a comparacao de expressao do tecido
maligno com o normal na coorte do TCGA. Em C temos a curva de sobrevida global de amostras
na coorte do TCGA. Em D temos a curva de sobrevida livre de doenca de amostras na coorte do
TCGA. Em E temos a comparacao do tecido maligno com o controle na coorte clinica. Em F, G
e H temos a relacdo da expressdo de RAP1 com fatores prognosticos (PSA, estadiamento
patoldgico e recidiva bioquimica, respectivamente). Em | temos a expressdao de RAP1 nas
linhagens celulares. Em J temos as correlacBes entre niveis de expressao e PSA pré-operatério,
volume tumoral (em porcentagem e cm3) e risco do cancer, respectivamente.
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4.2 Telomerase

421 TERT

Na figura 19A observamos que o CP localizado apresenta menos de 1% de
alteracdes no gene da TERT, todas elas do tipo amplificagdo. No CPRC temos um
aumento no numero de alteracBes, com cerca de 6% das amostras alteradas, com uma
pequena presenca de mutacBes e delecdes e um grande aumento no numero de

amplificacdes, o que faz as duas populacdes diferirem estatisticamente (p<0,001).

Em relacdo a expressao, vemos que a TERT esta superexpressa no CP em relacao
ao controle na coorte do TCGA (Figura 19B, sem significancia estatistica) e na coorte
clinica (Figura 19D, p<0,0001).

Vemos também que a superexpressao da TERT est4 associada a pior sobrevida
livre de doenca na coorte do TCGA (Figura 19C, p= 0,0019). Na coorte clinica, a baixa
expressdao da TERT é um fator protetivo em relacdo ao ISUP (figura 19E) e ao
estadiamento patoldgico (Figura 19F, p= 0,0006). Temos ainda correlagdes positivas
entre a expressdo deste gene com o volume tumoral (em cm? e porcentagem da prostata
acometida pela doenca) e com o risco do cancer (Figura 19H, r= 0,39 p=0,021; r=0,35
p=0,0502; r=0,37 p=0,0281, respectivamente).

No caso especifico da TERT, a deteccdo deste gene é probleméatica como seréa
relatado em detalhes na discussdo. Entdo para confirmar o papel progndstico realizamos
analises de contingéncia entre a expressdo génica e a deteccdo (ou ndo) da expressao.
Como observamos na figura 191, a deteccdo de TERT se concentra em tumores com pior
prognostico em relacédo a escore de ISUP (p=0,031), estadiamento patologico (p=0,0009),

recidiva bioguimica (p=0,01) e risco do cancer (p=0,0015).

Finalmente, na figura 19G vemos que a expressdo de TERT se encontra muito alta
na linhagem celular DU145 em relacgéo a todas as outras (p<0,0001). Aqui é importante
destacar que quando comparamos a expressdo de TERT na PC3 diretamente com a PNT2
e a LNCaP (sem a presenca da DU145), ela também se encontra significativamente
superexpressa, 0 que indica que a concentragdo desse gene também € maior nessa

linhagem celular (dados ndo mostrados).
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4.2.2 TERC

Na figura 20A vemos que em ambas as coortes, a Unica alteracdo genética de
TERC séo do tipo amplificagdo. As amostras do CP localizado tém cerca de 4% de
amplificacfes e ha um enriquecimento dessa alteracdo no CPRC, com cerca de 10% de
tumores alterados (p<0,001).

Quanto a expressdao, vemos que a TERC ndo apresenta diferenca entre CP e
controle na coorte do TCGA (Figura 20B) e esta superexpressa na coorte clinica (Figura
20D, p<0,0001).

A superexpressao de TERC esta relacionada com a pior sobrevida livre de doenca
na coorte do TCGA (Figura 20C, p=0,0046). Por outro lado, na coorte clinica, a menor
expressdao da TERC se correlaciona com o pior prognostico. Observamos a alta expressao
de TERC em tumores ISUP 1 (Figura 20E, p=0,0134), confinados a préstata (Figura 20F,
p<0,0001) e que ndo recidivaram (Figura 20G, p= 0,0447). Além disso temos uma
correlagé@o negativa entre volume tumoral e expressdo deste RNA (Figura 20I, r= -0,25
p=0,0452)

Nas linhagens celulares, temos um fendmeno interessante: a expressdo de TERC
estd aumentada somente na LNCaP em relacdo a PNT2, DU145 e PC3 (Figura 20F,
p<0,0001, p=0,0001 e p= 0,0009 respectivamente).
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Figura 20. Envolvimento de TERC no cancer de prostata. Em A temos as alteragdes genémicas
e suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B temos a comparacao de expressao do tecido
maligno com o normal na coorte do TCGA. Em C temos a curva de sobrevida livre de doenga de
amostras na coorte do TCGA. Em D temos a comparagdo do tecido maligno com o controle na
coorte clinica. Em E, F e G temos a relacdo da expressdo de TERC com fatores progndsticos
(ISUP, estadiamento patologico e recidiva bioquimica respectivamente). Em H temos a expressdo
de TERC nas linhagens celulares. Em | temos a correlagdo entre niveis de expressao e volume

tumoral (em cm3).
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4.3 Complexo CST

43.1CTC1

Na figura 21A vemos que ambas as casuisticas apresentam proporcées proximas
de alteragdes genéticas em CTC1, com pouco menos de 5% no CP localizado e cerca de
6% no CPRC. A proporcéo de delecdes é a mesma, porém ha um aumento no nimero de
amplificagdes e uma diminui¢do no nimero de muta¢fes no CPRC, ndo o suficiente para

as duas coortes diferirem estatisticamente.

CTC1 se encontra subexpresso no CP em relagdo ao controle na coorte do TCGA
(Figura 21B, p<0,001) e na coorte clinica (Figura 21D, p=0,04). Por outro lado, a
superexpressdo de CTC1 se associa ao pior prognéstico em ambas as casuisticas. Na
coorte do TCGA o aumento de CTC1 se associa com associada a pior sobrevida livre de
doenca na coorte do TCGA (Figura 21C, p= 0,0046). Na coorte clinica observamos que
0 aumento de CTCL1 se associa, respectivamente, com: niveis de PSA acima de 10 ng/ml
(Figura 21E, p=0,02710), tumores ISUP 5 (Figura 21F), doenca ndo confinada a prdstata
(Figura 21G, p<0,0001) e a recidiva bioguimica (Figura 21H, p<0,0001). Temos ainda na
figura 21J correlagdes positivas entre a expressdo génica e PSA pré-operatério (r = 0,29
p=0,009), volume tumoral (em cm?3 e porcentagem da prdstata acometida pela doenca)
(r= 0,37 p= 0,0008; r=0,37 p= 0,0009, respectivamente) e ao risco do cancer (r= 0,32
p=0,0037)

Na figura 211 vemos que CTCL1 esta superexpresso na LNCaP e na PC3 em relacéo
a PNT2 (p=0,0168 e p= 0,0328, respectivamente) e DU145 (p=0,0036 e p=0,0064,
respectivamente). Ainda é possivel notar uma subexpressédo significativa na DU145 em
relacdo a PNT2 quando comparamos as duas linhagens celulares isoladamente, indicando

a baixa expressdo desse gene na linhagem metastatica (dados ndo mostrados).
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Figura 21. Envolvimento de CTC1 no cancer de préstata. Em A temos as alteragdes genémicas
e suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B temos a comparacdo de expressao do tecido
maligno com o normal na coorte do TCGA. Em C temos a curva de sobrevida livre de doenca de
amostras na coorte do TCGA. Em D temos a comparagéo do tecido maligno com o controle na
coorte clinica. Em E, F, G e H temos a relacéo da expressdo de CTC1 com fatores progndsticos
(PSA, ISUP, estadiamento patoldgico e recidiva bioquimica respectivamente). Em | temos a
expressdo de CTC1 nas linhagens celulares. Em J temos as correlagdes entre niveis de expressdo
e PSA pré-operatorio, volume tumoral (em cm3 e porcentagem) e risco do cancer. * Log.FC

Cutoff: 1 p<0,01.




59

4.3.2 STN1

Na figura 22A observamos que a proporcéo de alteragdes em STN1 entre o CP
localizado (pouco menos de 3%) e o CPRC é semelhante (cerca de 3,5%). Temos ainda
um aumento no numero de amplificagcBes e uma diminui¢do no nimero de dele¢Ges no

CPRC, sem diferenga significante entre as duas populagdes.

Em relagdo a sua expressao, vemos uma superexpressao bastante discreta no CP
em relacdo ao controle, porém, sem significancia estatistica, tanto na coorte do TCGA

(Figura 22B) quanto na coorte clinica (Figura 22C).

Em relagdo ao progndstico, s6 obtivemos resultado significativos na coorte
clinica. Vemos que o aumento de STN1 se associa com o0 pior prognostico em relacdo ao
escore e ISUP (Figura 22D, p=0,038), estadiamento patoldgico (Figura 22E, p=0,019),
recidiva bioquimica (Figura 22G, p=0,021) e volume tumoral em porcentagem (Figura
22H, r=0,37 p=0,0017).

Na figura 22G vemos que STN1 esta subexpressa na linhagem prostatica normal
em relacdo a LNCaP (p=0,0006), DU145 (p= 0,0082) e PC3 (p= 0,0136), indicando que
esse gene esta superexpresso no CP metastatico. Ainda, quando comparamos diretamente
a LNCaP com a PC3 observamos que STN1 se encontra significativamente subexpressa

na linhagem de CPRC (dados ndo mostrados).
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Figura 22. Envolvimento de STN1 no cancer de prostata. Em A temos as alteragdes gendmicas
e suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B temos a comparacao de expressao do tecido
maligno com o normal na coorte do TCGA. Em C temos a comparagéo do tecido maligno com o
controle na coorte clinica. Em D, E e F temos a relagdo da expressdo de STN1 com fatores
progndsticos (ISUP, estadiamento patoldgico e recidiva bioquimica respectivamente). Em G
temos a expressdo de STN1 nas linhagens celulares. Em H temos a correlagdo entre niveis de
expressdo, volume tumoral (em porcentagem).

4.3.3 TEN1

Na figura 23A, vemos que cerca de 2% das amostras de CP localizado possuem
alguma alteragdo em TEN1. Na coorte do CPRC temos cerca de 8% das amostras
alteradas. No CPRC temos um enriquecimento no numero de amplificagdes, a presenca

de algumas mutacdes e a auséncia de delecGes, que estdo presente em pequena proporgao
no CP localizado (p<0,001).

Observamos uma superexpresséo significativa de TEN1 tanto na coorte do TCGA

(Figura 23B, p<0,01) quanto na coorte clinica (Figura 23D, p<0,0001). Temos uma
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tendéncia de associacdo entre 0 aumento da expressdo génica de TENL1 e a pior sobrevida
livre de doenga na coorte do TCGA (Figura 23C, p= 0,098). Nenhuma associacdo
significativa foi encontrada entre a expressdo de TEN1 e os fatores progndsticos
estudados na coorte clinica (dados ndo mostrados).

Finalmente, na figura 23E verificamos que TEN1 se encontra subexpresso no
epitélio prostatico normal em relacdo a LNCaP (p= 0,0189), DU145 (p= 0,0135) e PC3
(p= 0,0029) indicando que esse gene esta superexpresso no CP metastatico. Nenhuma

diferenca significativa foi observada entre as trés linhagens celulares de CP metastatico.
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Figura 23. Envolvimento de TEN1 no cancer de prdstata. Em A temos as alteragdes genémicas
e suas frequéncias em cada estagio tumoral. Em B temos a comparacao de expressao do tecido
maligno com o normal na coorte do TCGA. Em C temos a curva de sobrevida livre de doenca de
amostras na coorte do TCGA. Em D temos a comparagdo do tecido maligno com o controle na

coorte clinica. Em E temos a expressdo de CTC1 nas linhagens celulares. * Log,FC Cutoff: 0,25

p<0,01.
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4.4 TERRA

Observamos que a expressdo de TERRA esta bastante aumentada no CP em
relacdo ao controle na coorte clinica (Figura 24A, p<0,0001). Apesar disso, observamos
uma menor expressdo de TERRA nos pacientes com PSA pré-operatorio acima de 10
ng/ml (Figura 24B, p= 0,0004), escore de ISUP 5 (Figura 24C), tumores ndo-confinados
(Figura 24D, p<0,0001) e com recidiva bioquimica (Figura 24E, p<0,0001). Na figura
24G temos correlacdes negativas entre os niveis de expressdao de TERRA e PSA sérico
(r=-0,45, p< 0,0001), volume tumoral em cm3 (r=-0,24 p= 0,0324) e ricos do cancer (r=
-0,34 p=0,0021).

Nas linhagens celulares vemos uma superexpressao de TERRA da LNCaP em
relacdo a PNT2 (p= 0,0005), DU145 (p= 0,0005) e PC3 (p=0,0007) (Figura 24C).
Adicionalmente, quando fazemos uma comparacdo sem a LNCaP na analise, temos uma
superexpressdo significativa na PC3 em relacdo a PNT2 e DU145 (dados ndo mostrados),

indicando que TERRA esta superexpresso também nessa linhagem celular.
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Figura 24. Envolvimento de TERRA no cancer de prostata. Em A temos a comparagéo do tecido
maligno com o controle na coorte clinica. Em B, C, D e E temos a relagdo da expressdo de TERRA
com fatores progndsticos (PSA, ISUP, estadiamento patologico e recidiva bioquimica,
respectivamente). Em F temos a expresséo de TERRA nas linhagens celulares. Em G temos as

correlagdes entre niveis de expressdo e PSA pré-operatorio, volume tumoral (em cm3) e risco do
cancer.

4.5 Tamanho do Teldmero

Observamos que os telémeros do CP sdo maiores do que os teldomeros do grupo
controle (Figura 25A, p<0,0001). Adicionalmente, 0 maior tamanho telomérico se associa
com pacientes que tinham PSA sério acima de 10 ng/ml (Figura 25B, p= 0,0011), com
maiores escore de ISUP (Figura 25C), com tumores pT3 (Figura 25D, p=0,0002) e com
recidiva bioguimica (Figura 25E, p= 0,033).
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Na figura 25H verificamos correlagdes positivas entre o tamanho do telémero e
classificacdo o PSA sérico (r= 027 p= 0,0161), volume tumoral em cm? (r= 0,41 p=
0,0002), volume tumoral em porcentagem (r=0,30 p= 0,0002) e com o risco do CP (r=
0,38, p=0,0005).

Nas linhagens celulares observamos que o tamanho médio dos telémeros (Figura
25D) é significativamente maior na DU145 em comparacdo com a PNT2 (p<0,0001),
LNCaP (p=0,0002) e PC3 (p<0,0001). Ainda, quando comparamos a LNCaP diretamente
com a PC3, vemos que os teléomeros da linhagem celular de CPRC é significativamente

menor do que da linhagem sensivel a castracdo (dados ndo mostrados).

Na figura 25G ilustramos os telémeros de todas as nossas amostras de prdstata
com os telédmeros de leucdcitos de pacientes saudaveis. Aqui, dividimos as amostras de
CP localizado de acordo com seu grau de ISUP. Além disso, é importante lembrar que o
grupo controle da coorte clinica corresponde a amostras teciduais de HPB. Finalmente, o
grupo “leucéceitos” € composto por 12 pacientes saudaveis com idade média de 39,8 anos
(£11,3) e 0 ensaio para determinar o tamanho dos teldmeros foi feito na mesma condigao
que o das amostras de prostata. Esses dados foram produzidos por outro estudo (ja

publicado) do nosso laboratorio e reutilizados para esta tese (135).
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Figura 25. Envolvimento do tamanho dos telébmeros no cancer de prostata. Em A temos a
comparagdo do tecido maligno com o controle na coorte clinica. Em B, C, D e E temos a rela¢do
do tamanho dos telémeros com fatores progndstico (PSA, ISUP, estadiamento patoldgico e
recidiva bioquimica, respectivamente). Em F temos o tamanho dos telébmeros nas linhagens
celulares. Em G temos o tamanho médio de todas as amostras de prdstata estudadas e de um grupo
de leucdcitos de pacientes saudaveis, dividimos o CP localizado de acordo com o escore de ISUP.
Em H temos as correlagGes entre o tamanho dos teldmeros com o PSA pré-operatério, volume
tumoral (em cm?3 e porcentagem) e risco do cancer.
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Para finalizar os resultados, na tabela 3 vemos o resumo dos resultados obtidos.

Temos o fendtipo de cada componente estudado em relacdo ao controle (coorte TCGA e

coorte clinica), e o fenotipo associado ao pior prognostico. Também sumarizamos as

diferencas genéticas entre o CPRC e o CP localizado (analises de bioinformatica) e a

expressao génica dos modelos metastaticos resistentes em relacdo ao modelo de cancer

sensivel (linhagens celulares). Para facilitar a visualizacdo, palavras em vermelho

representam a superexpressao ou amplificacdo e palavras em azul a subexpressédo

Tabela 3. Resumo dos resultados

CP localizado

CPRC

Coorte TCGA Coorte Clinica Em relag3o ao | Em relagdo ao
Pior Pior CP localizado | CP sensivel
Controle Prognéstico Controle Prognostico
POT1 Sem diferencas | Superexpressio | Sem diferencas [ Superexpressio | Amplificagdo | Superexpressio
TRF1 Subexpressio | Superexpressio | Subexpressio | Superexpressio | Amplificacio Subexpressdo
Tendéncia a
TRF2 Sem diferencas | Superexpressio | Sem diferencas | Superexpressio | Sem diferencas | Superexpressio
TPP1 Subexpressdo | Superexpressdo | Sem diferencas | Superexpressio [ Sem diferencas | Sem diferencas
TIN2 Sem diferencas | Superexpressdo | Superexpressdo | Superexpressio | Amplificacio Subexpressio
RAP1 Sem diferencas | Superexpressio | Superexpressio | Superexpressdo | Sem diferencas | Subexpressio
TERT Sem diferencas | Superexpressio | Superexpressio | Superexpressdo | Amplificacdo | Superexpressio
TERC Sem diferencas | Superexpressio | Superexpressio | Subexpressio Amplificacdo Subexpressio
Contexto
CTC1 Subexpressio | Superexpressio | Subexpressio | Superexpressio | Sem diferencas dependente
STN1 Sem diferencas | Sem associacio | Sem diferencas | Superexpressio | Sem diferencas | Sem diferencas
TEN1 Superexpressio | Superexpressio | Superexpressio | Sem associacio | Amplificacio Sem diferencas
TERRA - - Superexpressio | Subexpressio - Subexpressio
Tamanho do Contexto
Teldmero - - Mais longo Mais longo - dependente
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5. DiIscussao
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5.1 Complexo Shelterin

5.1.1POT1

Protection of Telomeres 1 ou simplesmente POT1 é uma proteina traduzida da
regido 7931.33 e € um gene muito estudado em oncologia. Nossos resultados sdo
coerentes e corroboram a hipotese que o aumento da expressdo génica da POT1 esta
relacionado com pior prognostico do CP. Isso por si sO ja é informacdo nova, pois nao
existe nenhum relato na literatura que descreve algum tipo de relacdo entre a POT1 e o
CP. Adicionalmente, os resultados obtidos demonstram o potencial de POT1 para se

tornar um biomarcador no CP.

Apesar da falta de informacdo no CP, existem diversos casos de associacdo entre
a POTL1 e outros tipos de tumores. Mutacdes germinativas em POT1 aumentam o risco
de melanomas, leucemias, angiosarcomas, gliomas, entre outros (136). Além disso,
mutacBes somaticas no gene da POT1 sdo associadas a varios tumores esporadicos, como

linfomas, cancer de paratireoide, cancer de mama e melanomas (136).

Em relacdo a expressao de POT1, sua superexpressao ja foi relatada em cancer
colorretal, cancer de células renais, carcinoma hepatocelular, mieloma mdltiplo e linfoma
de células do manto e sua subexpressdao em cancer de mama (137, 138, 139, 140, 141,
142, 143). A literatura ainda apresenta alguns dados contrastantes, como no exemplo do
cancer gastrico em que a expressdo varia de acordo com a fase do tumor, sem seguir um
padrdo totalmente definido (144, 145, 146).

Considerando nossos resultados, podemos supor o motivo da superexpressao da
POT1 estar associada ao pior prognostico em CP. Primeiramente, € sabido que o aumento
da POT1 tende a incrementar a atividade da telomerase e o tamanho dos teldmeros e,
como serd discutido em sec¢des posteriores, 0 aumento tanto da TERT como do telémero

sdo caracteristicas de CP mais agressivos (136, 144, 147).

Além disso, deficiéncia/subexpressdo da POT1 gera uma instabilidade genética
comum em diversas neoplasias, explicando porque suas mutagdes sdo frequentes no
cancer. Isso a primeira vista pode parecer paradoxal: como mencionado na introducao, o
CP é caracterizado por uma alta instabilidade genética, porém o aumento da POTL1 (e,

portanto, 0 aumento da resisténcia a instabilidade) € associado ao pior prognostico.
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Porém, precisamos recordar que mesmo uma celula tumoral precisa ter certo nivel de
estabilidade genbmica para ndo entrar em crise genética e, nesse ponto, o fato de mutagoes
da POT1 serem pouco comuns e ndo existir diferenca na expressao entre tecido tumoral
e benigno indicam que a POT1 ndo contribui para estresse genético no CP. Pelo contrério,
seu aumento pode intensificar a resisténcia a danos do DNA em uma célula ja& muito
instavel, o que daria uma vantagem adaptativa as células que superexpressam POT1 (148,
149).

Finalmente, uma das principais fungdes da POT1 ¢ proteger a 3’G overhang de
ser reconhecida pela via de sinalizacdo ATR, suprimindo a cascata que levaria a célula a
entrar em apoptose/senescéncia (136). Nesse sentido, um trabalho recente mostra que nos
CP mais agressivos é comum a deficiéncia de ATM e que nesses tumores a inibi¢do da
ATR € uma efetiva estratégia terapéutica (150). Isso indica que em tumores mais
agressivos, a via da ATR é bastante importante e, que 0 excesso de POT1 impediria que
essa via interagisse com o DNA telomérico, suprimindo o efeito supressor tumoral dessa

cascata bioquimica.

5.1.2 TRF1

A proteina TRF1 tem como principais funcfes a protecdo dos telémeros e a
inibicdo da atividade da telomerase. Curiosamente, para inibir a telomerase ela interage
com a proteina PINX1, que ja foi descrita como subexpressa no CP (151). Além disso,
sua localizacdo cromossémica (8g21) € uma regido altamente amplificada no CP, com
relatos de implicagdes prognosticas (152, 153, 154). Nossos resultados com este gene

fogem do padrdo apresentado nesta tese, abaixo os discutiremos.

Os resultados das anélises do DNA podem nos levar a concluir que a amplificagdo
de TRF1 € um evento importante na aquisi¢do do fenotipo resistente a castracao, onde o
cancer evolui para metastase resistente aos tratamentos de blogqueio hormonal. Como
normalmente os pacientes com CP s6 morrem quando a doenga progride para CPRC,
investigamos se as alteragcdes no TRF1 podem impactar a sobrevida geral dos pacientes
(155).
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Os dados da sobrevida global em relacéo as alteragcdes genéticas de TRF1 sugerem
que as amplificagdes estdo associadas a agressividade do cancer apenas no CP localizado.
O provavel motivo da grande proporcao de alteracdes no CRPC se deve ao fato de serem
justamente esses tumores mais agressivos que evoluem para o fenotipo letal, mas a

amplificacdo em si ndo altera o prognostico desses pacientes.

A expressdo génica indica um melhor progndstico associado com baixa expressao
TRF1. Também corroboramos a relacdo entre o eixo androgénico e a biologia do teléomero
no desenvolvimento do CP, apoiando a teoria de que a RA pode estar diretamente

relacionada a manutencéo do teldmero na neoplasia (118).

Nossos resultados reforcam a ideia de que a expressdo de TRF1 é importante para
a manutencdo dos teldmeros e imortalizacdo de células cancerigenas, evitando danos ao
DNA telomérico e modulando a diferenciacdo das células malignas. A falta de protecéao
do telébmero pela deplecdo genética de TRF1 bloqueou efetivamente a iniciacdo e
progressao de tumores agressivos de pulmdo e glioblastoma e um estudo prop6s a inibicao
genética de TRF1 como um possivel tratamento molecular no glioblastoma multiforme
(156, 157, 158).

Por outro lado, durante a progressdo de neoplasias para estagios avancados, 0
encurtamento dos teldmeros, a instabilidade cromossdmica e aumento da agressividade
do tumor, tém sido relacionados a diminuicdo progressiva do TRF1 (159). Nossos
resultados usando linhagens celulares metastaticas reforcam esta teoria. Demonstramos
uma subexpressdo progressiva de TRF1 da célula sensivel a castracdo para as células
resistentes a castracdo. No cancer de mama, a regulacdo negativa de TRF1 esta
relacionada a uma maior instabilidade gendmica e um aumento na radiorresisténcia (133,
160). No CP héa relatos que a superexpressdao de TRF1 esta relacionada a fatores
prognosticos desfavoraveis (134, 161). Aqui, também mostramos que a baixa expressao

de TRF1 esté relacionada a um melhor prognostico no CP localizado.

Nossos resultados indicam que a deplecdo de TRF1 e a disfuncdo telomérica sao
importantes para as primeiras etapas da carcinogénese (CP localizado) e sdo suplantadas
por outras disfuncGes durante a progressdao do tumor. Apds as primeiras etapas da
carcinogénese, provavelmente para evitar crise genética, algumas células tumorais
recuperam a expressdo de TRF1, por um mecanismo desconhecido, e progridem para um

fendtipo agressivo com certo nivel de estabilidade gendmica (como observado em células
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LNCaP e em tumores localizados agressivos). Aqui é importante lembrar que, embora a
instabilidade genética seja importante para o cancer, niveis muito elevados de
instabilidade gendémica podem ser prejudiciais a progressao da neoplasia por véarias razées

por exemplo, como 0 aumento de neoantigenos (162).

AmplificagOes de TRF1 aumentaram consideravelmente na coorte de CPRC, mas
essas alteracdes ndo foram muito relevantes neste estagio da doenca. Nas linhagens
celulares DU145 e PC3, mostramos uma menor expressdo de TRF1 o que corrobora este
resultado. Nessas duas linhagens celulares, a subexpressdo de TRF1 esta provavelmente
associada a retomada da instabilidade genética, presente em ambas as células e ao fato de

serem RA-negativas (163).

Nossos resultados sugerem que a amplificacdo/superexpressdao de TRF1 estd
ligada a uma populagdo de CP localizados mais agressivos e que essa molécula tem
potencial para se tornar um biomarcador nesse tipo de doenca. Esses resultados foram
publicados em uma revista internacional indexada e esta aberto para a utilizacdo pela

comunidade cientifica (164).

5.1.3 TRF2

Telomeric repeat-binding factor 2 ou TRF2 é uma proteina traduzida da regido
16g22.1 e é um componente fundamental do complexo shelterin, interagindo diretamente

com o DNA de dupla fita telomérica.

Levando em consideracdo a literatura, encontramos um relato que a TRF2 esta
superexpressa no CP em relacdo a HPB em nivel proteico, porém, sem relacdo com a
progressao tumoral (161). Além disso, alteracfes genéticas de TRF2 foram relacionadas
a disfuncdo telomérica severa em células tumorais circulantes de pacientes com CP
localizado de alto risco, 0 que sugere que essa molécula tem uma relacdo com a

progressao da doenca (165).

Finalmente, um estudo recente postula que a TRF2 regula a tumorigénese da
prostata por modular danos ao DNA dos telémeros (166). Nesse estudo, os autores
discutem que a diminuicdo da expressao de TRF2 promove a carcinogénese nas células

tronco tumorais que conseguem resistir a morte celular, porém a reducdo conjunta de
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TRF2 com TERC prejudica de maneira decisiva a progressao/iniciacdo do cancer. Isso
sugere que, apesar de alteracbes em TRF2 serem importantes na progresséo CP, suas
consequéncias, isto é, se vai ser positivo ou negativo para a progressdo do tumor,
dependem de outras alteracdes moleculares, o que indica que a funcdo dessa molécula é

contexto-dependente no CP.

Nossos resultados corroboram esta hipotese; s6 detectamos diferencas na
expressao de TRF2 entre cancer e controle na coorte clinica, pois a distribui¢cdo dos dados
do tecido tumoral na coorte do TCGA foi muito grande. Além disso, nossos resultados
experimentais indicam que a diminuicdo de TRF2 est4 associada ao aumento do PSA,
mas seu aumento est& associado ao pior escore de ISUP, tumores ndo confinados, além
do aumento do volume tumoral. Na mesma direcdo, os resultados da coorte do TCGA e

das linhagens celulares sugerem que € seu aumento que Se associa ao pior prognostico.

Curiosamente, a uma das consequéncias da superexpressdo de TRF2 é a
instabilidade genética e apesar da PC3 ser a célula mais agressiva, a DU145 apresenta
uma maior instabilidade genética, o que pode, parcialmente, explicar a maior expressao

nessa linhagem celular (163, 167).

Com isso, especulamos que para determinar o papel de TRF2 no CP, bem como
sua possivel classificacdo como biomarcador, precisamos considerar outras alteracoes
genéticas e moleculares. Este trabalho demonstrou que uma maior tendéncia da
superexpressdo de TRF2 associada a piora de progndstico, mas isso ndo € global e precisa
ser mais estudado, como demonstrado pela associacdo do PSA na coorte clinica e da
significancia estatistica marginal na coorte do TCGA. A literatura citada anteriormente
também corrobora essa dualidade. Nesse sentido, considerando que uma das principais
fungdes de TRF2 ¢ a inibicdo da via ATM nos teldmeros e essa via € bastante relevante
no CP, o rastreamento concomitante de alteracGes em ambas moléculas pode se mostrar

uma estratégia promissora na pratica clinica (168, 169, 170).

Além disso, considerar as funcdes extra teloméricas de TRF2, como controle da
expressdo génica, interacdo com maquinaria de reparo e impacto na diferenciacéo celular,
pode ser importante para entender seu papel na patogénese do CP e até de outros tipos
tumorais (171, 172).
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5.1.4 TPP1

A proteina TPP1, traduzida do gene ACD localizado na regido 16g22.1 ocupa uma
regido central na manutencdo da homeostase telomérica, pois, apesar de nao interagir
diretamente com o DNA do telémero apresenta sitios de ligacdo para a telomerase, para
outras proteinas do complexo shelterin e para o complexo CST (56, 58).

Observamos resultados ndo totalmente coerentes na expressao de TPP1 na
comparacgao entre tecido maligno e controle nas analises das coortes clinicas e do TCGA.
Podemos pensar em duas razfes para isso: a primeira € que uma populacéo brasileira
(coorte clinica) diverge da populacdo do TCGA em relacdo a expressao génica de TPP1.
A segunda é o grupo controle utilizado, enquanto o TCGA usou tecido normal adjacente
ao tumor, nossos experimentos utilizaram amostras de HPB, o que pode sugerir que essa
doenca, apesar de benigna, tem uma subexpressao de TPP1. Aqui vale ressaltar que o
HPB é composto por células com caracteristicas senescentes e existem relatos na
literatura que demonstram que o HPB possui a biologia dos teldmeros alterada (109, 166,
173, 174).

De qualquer maneira, nossos resultados corroboram a hip6tese que o aumento de
TPP1 esté relacionado ao pior progndstico do CP. Na literatura ndo temos nenhum relato
da relagcéo de TPP1 com o CP.

Em outros tumores, temos algumas informac6es pertinentes do papel de TPP1.
Por exemplo, um estudo demonstrou que uma variante de TPP1 aumenta o risco de cancer
colorretal, por interromper a interacdo com a proteina TIN2 e diminuir o tamanho do
telomero (175).

Em relacdo a sua expressdo, existem alguns relatos que corroboram que, assim
COMo nos nossos resultados, 0 aumento da TPP1 se associa a tumores mais agressivos. A
superexpressdo de TPP1 esta presente em cancer colorretal e gliomas de alto grau e sua
expressdo se correlaciona com o pior progndstico, sendo que sua inibigdo aumenta a
radiosensitividade desses tumores (176, 177). Resultados semelhantes foram
demonstrados em células de osteosarcomas telomerase negativas e ALT positivas, o que
indica que a TPP1 é fundamental para a homeostase dos telémeros para ambos o0s

mecanismos de manutencdo (ALT e telomerase) (178).
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Considerando o CP, como ja mencionado anteriormente, a telomerase é
fundamental na patogénese da doenca. Isso € relevante, pois o principal mecanismo
oncogénico da TPP1 é o aumento da atividade/recrutamento da telomerase e, portanto,
aumento no tamanho dos telémeros, e isso fica evidente quando inibicdo do recrutamento
da TERT por uma TPP1 mutante suprimi a proliferacéo celular em células de cancer de
pulm&o (179). E interessante notar que a funcdo de aumento da atividade da telomerase
da TPP1 depende da sua interacdo com a POT1 e que nds também observamos um
aumento na expressdo desse gene relacionado ao pior prognoéstico do CP (180). Além
disso, discutiremos mais adiante como o aumento dos teléomeros pode conferir uma
vantagem adaptativa para as células de CP, o que pode representar uma eventual
explicagéo para nossos resultados.

5.15 TIN2

A proteina TIN2 regula o tamanho o telébmero por interagir diretamente com
TRF1, sendo traduzida da regido 14ql12. Quando consideramos nossos resultados,
observamos que a superexpressdo de TIN2 se associa ao tecido maligno e ao pior
progndstico.

Levando em consideracdo a literatura, é interessante ressaltar que um estudo
demonstrou que um mutante negativo-dominante de TIN2 causa a morte de células de CP
RA negativo, mas ndo células RA positivo (181). Além disso, um trabalho posterior do
mesmo grupo relatou que inibidores do RA causam a disrup¢do telomérica somente em
células RA positiva e que o RA interage diretamente com a proteina TIN2 (118). Isso
indica que o RA regula/interage com a biologia telomérica no CP, como mencionado na
introdugdo. Quando consideramos a ja citada relacdo entre a telomerase e 0 RA podemos
imaginar que essa interacdo ocorra pela TIN2. Nossos resultados séo coerentes com essas

informagdes.

Primeiramente, temos a presenca de amplificagdes em TIN2 somente no CPRC,
um estdgio da doenca que sabidamente ocorre amplificagdes/hipersensibilidade do RA
(182). Além disso, apesar do aumento da expressédo do RA ser comum no CP agressivo,
tumores indolentes ndo necessariamente superexpressam essa proteina (183). Finalmente

considerando as linhagens celulares, temos a superexpressdao de TIN2 somente na
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LNCaP, uma ceélula altamente dependente da via androgénica e do RA (184, 185).
Adicionalmente, temos que o0 aumento da TIN2, assim como a maioria dos outros genes

estudados nesse trabalho, se correlaciona com a piora do prognoéstico do CP

Sugerimos que o papel de TIN2 no CP depende da expressdo do RA, o que
corrobora a hipétese que a via androgénica interage com a biologia dos teldmeros na
progressdo da doenca, porém estudos aprofundados precisam ser realizados antes de

tirarmos conclusfes mais robustas.

5.2.6 RAP1

A proteina RAP1 é traduzida do gene TERF2IP (16¢g23.1) e é a mais conservada
proteina telomérica na escala evolutiva. Apesar de sua importancia na homeostase
telomérica, também ndo encontramos nenhum relato na literatura sobre o seu papel no
CP. Levando em consideragcdo outros tumores temos relatos de mutagcdes na RAP1
aumentando o risco para melanomas (186). Além disso, ja foi relatada uma subexpressédo

desse gene em leucemias (187).

Curiosamente, apesar da vasta literatura sobre o papel de RAP1 na regulacdo
telomérica, em oncologia suas fungdes extra-teloméricas vem ganhando importancia
(188). Por exemplo, ja foi demonstrado que o aumento de RAP1 estd associado ao pior
prognastico e resisténcia a quimioterapia, por mecanismos nao-teloméricos, em tumores
de mama, célon e pulméo (189, 190). Dados indicam que algumas dessas funcGes sdo

relevantes para o CP.

Assim como a proteina TRF2, o RAP1 também modula a expressao génica, o que
é interessante considerando que o RA ¢ basicamente um fator de transcrigdo (191). Na
realidade, a expressdao de TRF2, de RAP1 e do tamanho dos teldmeros relacionam-se
diretamente com a regulacdo da transcri¢éo e considerando que existe uma relagédo entre
a biologia dos teldmeros e 0 RA, podemos hipotetizar que eles atuam em conjunto na
modulacdo da expressdo global durante a progressédo do CP (192). Em um trabalho
recente, discutimos como a modulagdo de padrdes globais de expressao sdo importantes
para a patogénese do CP e como 0s componentes teloméricos se encaixam nesse processo
(193).



76

Adicionalmente, é descrito que o aumento de RAPL1 promove processos
inflamatorios e aumento de estresse oxidativo, 0 que é uma caracteristica marcante da
carcinogénese da prostata (111, 112, 113, 194).

Finalmente, um estudo com modelo animal demonstrou que a deplecdo de RAP1
causa obesidade e altera todo o metabolismo lipidico, 0 que demonstra que esse gene
interage com essa via (195). Isso é interessante, visto que a obesidade e o colesterol tém
um papel importante na progressdo do CP, uma linha de pesquisa explorada em nosso
laboratdrio (196, 197, 198). Isso sugere que o estudo de RAP1 na doenca pode ser uma

estratégia importante uma vez que afeta diretamente diferentes vias da patogénese do CP.

Ainda vale ressaltar que apesar das funcGes descritas acima serem consideradas
“nao teloméricas”, elas influenciam ou séo influenciadas pelos telémeros. Primeiramente,
o papel de regulador da transcricdo de RAP1 depende do tamanho telomérico. Além disso,
como ja discutido na introducdo, a inflamacéo e o estresse oxidativo sdo particularmente
danosos ao DNA telomérico. Finalmente, um estudo recente demonstra que a obesidade
esta associada ao menor comprimento dos telémeros nas células do estroma da prostata

em homens com CP agressivo (199).

4.2 Telomerase

5.2.1 TERT

A TERT é a unidade catalitica da enzima telomerase, a principal enzima
responsavel pela imortalizacdo celular e muito estudada em processos de carcinogénese.
Nossos resultados corroboram a literatura, j& mencionada na introducdo, sobre a

reativacdo da telomerase no CP.

E importante ressaltar que em uma importante revisdo sobre o tema, os autores
discutem que apesar de o aumento da expressdo da TERT ser uma etapa obrigatoria para
0 aparecimento do CP, sua expressdo continua sendo muito baixa, o que dificulta sua
deteccdo pelos métodos analiticos (109). Esse fato provavelmente justifica a auséncia da
significancia estatistica quando comparamos as amostras de CP com o controle na coorte
do TCGA: o teste de hipdteses utilizado pelo GEPIA (software onde essas analises foram

feitas) considera que como existem muitos valores de expresséo igual a zero (ou muito
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préximos de zero) em ambas as casuisticas, ndo existe diferenca significativa entre elas,

mesmo com uma clara superexpressao no CP.

Em nossos experimentos, também tivemos essa dificuldade técnica nas amostras
clinicas, com cerca de 55% das amostras de CP sem detec¢do da TERT. Isso justifica o
fato de confirmarmos os resultados de expressdo deste gene, em relacdo aos fatores
prognostico, com analises de contingéncia (deteccdo versus nao-deteccdo da expressao).
Curiosamente, detectamos a expressdo da TERT em 40% das amostras de HPB, o que
novamente indica que a biologia telomérica é alterada nessa doenca benigna (109, 166,
173, 174). Isso também limita uma possivel aplicacdo da deteccdo de TERT (ou até
mesmo da atividade de telomerase, uma técnica que contornaria a baixa expressao) no

diagnostico do CP, que é proposta por alguns autores (109).

Além disso, é importante notar que a linhagem celular PNT2, que é derivada de
um epitélio prostatico normal e foi imortalizada por modificacdes genéticas, expressa a
telomerase em pequenas concentracGes, como o esperado. Curiosamente, 0s niveis de
expressdo de TERT entre a PNT2 e a LNCaP séo bastante semelhantes, o que indica que
a linhagem linfonodal mantém os niveis do gene no limite necessario somente para manter

sua replicacao.

De qualquer maneira, nossos resultados seguiram o esperado: a uma
superexpressdo da TERT no tecido maligno e sua superexpressao esta relacionada ao pior

prognostico.

Os nossos dados nas alteragdes gendmicas da TERT corroboram a literatura.
Apesar de alteracdes no gene da TERT estarem entre as mais comuns em diversas
neoplasias, elas sdo bastante raras no CP (200). Isso refor¢a a ideia que a ativagdo da
telomerase no CP se da por mecanismos epigenéticos, sobretudo ligado a modulagéo da

atividade da telomerase pelos RA, como mencionados na introdugédo (117).

Além disso, 0 aumento do numero de amplificacdes na coorte do CPRC sugere
gue o aumento da TERT € associado ao pior progndstico do CP. Corroborando isso,
nossos resultados de expressdo mostram que o aumento da TERT esta associado a maior
agressividade nas coortes clinicas, do TCGA e nas linhagens celulares. A literatura

corrobora nossos resultados, apesar de existir certa controversa nesse ponto.
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Um estudo demonstra que a expressdo da TERT em conjunto com a fusdo de
TMPRSS2-ERG tem potencial para predizer a recidiva bioquimica (201).
Adicionalmente, outro artigo demonstra que medir a expressdao génica de TERT no
plasma, pode auxiliar tanto no diagndstico do CP quanto na segregacdo de tumores
indolentes dos agressivos (202). Um trabalho mostra, por imunohistoquimica, a maior
presenca da expressdo TERT em tumores de maior grau (203).Um ensaio clinico
demonstra que o0 aumento da atividade de telomerase em células tumorais circulantes esta
associado a uma piora na sobrevida global em pacientes de CPRC (204). Finalmente, em
relato recente, € descrito que o gene PITX1 é um regulador da expressao de TERT no CP

e funciona como um biomarcador prognostico (205).

Por outro lado, um estudo demonstra uma diminui¢cdo da expressdo proteica da
TERT em tumores de maior agressividade (206). Além disso, uma pesquisa recente
demonstra que a menor concentracdo nuclear de TERT esta associada a recidiva
bioguimica, apesar de que esse estudo discute que essa proteina ndo esteja de fato

subexpressa, mas em maior concentracdo no citoplasma (207).

Outro ponto interessante é a superexpressao nas linhagens PC3 e DU145, ambas
com pouca ou nenhuma expressdo de RA (184, 185). Isso indica a importancia da
telomerase em células agressivas, mesmo na auséncia dos RA. Um resultado semelhante
foi demonstrado em um trabalho onde nas células de CPRC o gene EGR1 (um gene
normalmente inibido pelo RA selvagem em células saudaveis) modula positivamente a
expressdo de TERT (208).

Apesar de existirem fun¢Bes ndo teloméricas importantes da TERT no processo
da progressdo de neoplasias (como por exemplo, no metabolismo mitocondrial,
inflamacdo e regulacéo da expressdo de oncogenes), seu principal mecanismo oncogénico
ainda € o alongamento dos teldmeros (209). 1sso ocorre pois 0 aumento do tamanho dos
telomeros influencia diretamente na capacidade replicativa das celulas, além de
influenciar na diferenciagéo celular. O aumento da TERT no CP mais agressivo sugere
gue esses tumores tém teldmeros mais longos e/ou se dividem mais rapido, e isso pode
ser fundamental para explicar a progressao do CP, sendo discutido com mais detalhes em

secOes subsequentes desta tese.



79

5.2.2 TERC

O RNA néo codificante da telomerase serve de molde para a sequéncia do DNA

telomérico, com uma vasta literatura do seu papel oncogénico, inclusive no CP.

Nossos resultados indicam uma pequena proporcao de amostras de CP localizado
com alteracBes gendmicas no gene da TERC, o que, assim como a TERT, sugere um
controle epigenético sobre o mesmo. Nesse ponto, alguns importantes mecanismos ja
foram descritos, como o papel do MYC na modulagéo positiva do TERC, que favorece a

imortalizacédo celular (210).

Apesar disso, temos uma proporcgéo relativamente alta de amplificagdes de TERC
no CPRC, o que indica que o aumento de TERC tem um papel importante na progressao
para o fendtipo mais agressivo da doenca. Esse fenémeno ja foi descrito em um trabalho,
onde foi demonstrado que amplificacbes nesse gene sdo comuns na selecdo de células
resistente a tratamento de bloqueio hormonal (211). Ainda nesse sentido, na coorte do
TCGA vemos que a maior expressdo de TERC se associa com a recidiva da doenca, 0

gue contrasta com nossos dados experimentais.

Diferente do esperado, s6 encontramos a superexpressdo de TERC no CP em
(relacdo ao controle) na coorte clinica. Porém, isso provavelmente é mais uma questdo
técnica do que uma bioldgica. Assim como no caso da TERT, a expressdo da TERC é
naturalmente muito baixa, o que dificulta sua deteccdo por metodologias de
sequenciamento e justifica o software ndo acusar diferengas significativas entre as duas
populacbes. Além disso, o reconhecimento de RNAs ndo codificantes por metodologias
de bioinformatica tendem a ser mais complexos do que o usual (212). De qualquer
maneira, nossos resultados corroboram a literatura sobre a superexpressao de TERC em

quase todas as neoplasias, incluindo o CP (213, 214, 215).

Além disso, vemos que todos 0s nossos da coorte clinica resultados indicam que,
surpreendentemente, a subexpressdo de TERC esta associado ao pior prognostico do CP.
Isso foge do esperado, visto que a superexpressio de TERC se associa com a
imortalizacdo celular e a maior capacidade replicativa. Nesses tumores, provavelmente
apos eventos de superexpressdo, células com a expressao ligeiramente mais baixas sdo

selecionadas durante a progressao da doenca
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Alinhado a esses resultados, também observamos a maior expressdo de TERC na
LNCaP, em comparacdo com a DU145 e PC3 (linhagens claramente mais agressivas).
Porém, é importante ressaltar que, apesar de baixa, a expressdo de TERC tende a ser
constitutiva mesmo em células somaticas e € a TERT que limita a imortalizacéo celular

(pela via da telomerase) (52, 214).

Considerando nossos dados, podemos advogar que no CP, apesar da TERC
favorecer a imortalizacéo celular, ela tem outras fungdes na neoplasia, e isso pode sugerir
que talvez esse longo RNA ndo codificante seja contexto-dependente. Quando
consideramos as fungdes ndo teloméricas da TERC, isso faz ainda mais sentido. Existem
trabalhos que demonstram que a TERC modula processos pré-inflamatérios e de
disfuncdo mitocondrial, de uma maneira independente de TERT (216, 217). Ambos
fendmenos tendem a criar uma situacao que favorece a instabilidade cromossémica (218,
219). A diminuicdo da TERC nas linhagens celulares e tumores mais agressivos da coorte
clinica provavelmente ocorre para frear esse processo; como ja discutido, o excesso de
instabilidade genética e/ou cromossdmica pode comecar a ser uma desvantagem seletiva

para as células malignas (162).

Essa hipotese é reforcada quando checamos o nimero médio de cromossomos
em cada uma das linhagens celulares, em sua ficha técnica na ATCC. A LNCaP tem 84
cromossomos, engquanto a PC3 e a DU145 tém 62 cromossomos cada. 1sso sugere que,
apesar das celulas de CPRC serem mais geneticamente instaveis, elas passaram por um
processo de estabilizacdo no numero dos cromossomos e a diminuicdo da expressao
TERC pode ter influenciado esse processo (163, 167). Além disso, a expressdo da TERC,
e até de outros genes teloméricos estudados, como TRF1, TIN2 e RAP1, parece estar
associada a instabilidade cromossdmica das células de CP, o que € mais um indicativo do

potencial prognostico dessas moléculas (220, 221).

Finalmente, € impossivel discutir o papel da telomerase (TERT +TERC) no cancer
sem falar no seu claro potencial terapéutico, ainda mais considerando que Nnossos
resultados indicam que a superexpressdo de TERT pode favorecer a agressividade do
tumor. A telomerase parece ser 0 alvo anti-oncogénico perfeito: ela esta ativa em 90%

das neoplasias e inativa na grande maioria das células somaticas.

Apesar disso, temos que ter cautela nesse ponto por dois motivos principais.

Primeiramente, a inibicdo da telomerase tende a selecionar células malignas com fenétipo



81

de ALT e isso inclusive ja foi observado em um trabalho com células de CP, em que a
perda de TERC e ATRX promove o aparecimento desse fendmeno (222).
Adicionalmente, a inibicdo da telomerase ndo mata a célula diretamente, sé restringe sua
capacidade replicativa. O problema nisso é que antes da célula morrer, elas passam por
uma diminuicdo progressiva dos seus teldmeros, em decorréncia das divisdes celulares, o
que pode aumentar a instabilidade genética e ser potencialmente ruim para o paciente
(isso inclusive pode gerar mutacdes que favorecam o ALT). Corroborando essas
limitacBes, os agentes quimioterapicos imetelstat e GV10, que atuam diretamente na
inibicdo da telomerase, ja foram testados em ensaios clinicos. Infelizmente, eles ndo
melhoraram a taxa de sobrevida dos pacientes, porém suas relevancias clinica ainda ndo

foram totalmente abandonadas (223).

Feito essa ressalva, a inibicdo terapéutica da telomerase ainda € bastante estudada,
inclusive no CP. Uma possivel estratégia seria combinar terapias anti-telomerase com
outros tratamentos. No CP, uma possivel estratégia seria inibir a telomerase em conjunto
com a privacao de andrdgenos, visto que eles atuam em conjunto na progressao tumoral
(109). Nesse sentido, um trabalho demonstrou que o uso combinado de enzalutamida com
a inibicao da telomerase, potencializou o efeito terapéutico na doenca hormonio-sensivel
(224). Outro estudo demonstrou que a inibicdo quimica de telomerase aumentou o
namero de células senescentes de CP in vitro (225). Finalmente, podemos citar que a
deplecéo da telomerase parece inibir preferencialmente as células iniciadoras de tumor de
préstata (226).

4.4 Complexo CST

5.3.1CTC1

O complexo CST é essencial para a homeostase dos telémeros e, portanto, estdo
envolvidos em processos de carcinogénese (227). Apesar disso, ndo existe nenhum relato
na literatura sobre seu papel no CP. CTC1 é o maior e principal componente do complexo
sendo responsavel pela interacdo direta com o DNA. Este gene apresenta um padrdo de
expressao que sugere uma importancia no CP, tendo potencial para se tornar um relevante

biomarcador.
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Nossos resultados demonstraram que poucas alteracdes genéticas de CTC1 estdo
presentes no CP. Na literatura existem alguns relatos que mutacbes em CTC1 podem
aumentar o risco para algumas neoplasias (228, 229). Além disso, é interessante notar que
as maiorias das alteracGes sdo do tipo delecdo e isso faz ainda mais sentido quando
consideramos que a expressdo de CTC1 estd diminuida no CP, em ambas as populacdes

estudadas.

Por outro lado, vemos que durante a progressdo da neoplasia para um estagio mais
agressivo, temos o aumento de CTC1. Em outros tumores, temos que a reducdo de CTC1
leva a reducédo da sobrevida em pacientes com cancer de mama, pulméo e gastrico e sua
superexpressdo aumenta a radiorresisténcia nas células do melanoma, evitando o
encurtamento do telémero e a apoptose, o que indica que o papel desse gene varia de
acordo com o tipo do cancer (227, 230). Nas linhagens celulares, CTC1 é superexpresso

nas células LNCaP e PC3 em comparagao com o controle e DU145.

Esses resultados podem parecer contraditorios, mas quando nos lembramos das
fungbes do CTC1, eles fazem sentido. O CP é caracterizado por uma enorme
heterogeneidade gendmica causada por grave instabilidade genética nos estagios iniciais
da carcinogénese e, como mencionado anteriormente, as deficiéncias de CTC1 promovem
instabilidade genética (231). Isso significa que, nas primeiras etapas da carcinogénese, as
deficiéncias/subexpressdo de CTC1 provavelmente favorecem o inicio do CP ao
contribuir para o encurtamento dos telémeros/instabilidade genética. Aqui € importante
lembrar que o encurtamento dos telémeros é a alteracdo genética mais prevalente nessa
doenca (109).

Por outro lado, as células do cancer precisam evitar o excesso de dano ao DNA/
instabilidade genética para progredir para um estdgio mais avancados (162). A
superexpressdo (ou auséncia de deficiéncias) do CTC1 pode promover esses dois
fendmenos, agindo na protecdo dos teldmeros e interagindo com maquinarias de respostas
a danos no DNA(232).

Esta é provavelmente a razdo pela qual observamos uma prevaléncia de
delecdes/subexpressdo de CTC1 no CP localizado, mas os tumores mais agressivos
superexpressam este gene. Isso € corroborado pelos resultados observados em LNCaP e
PC3, duas linhagens completamente diferentes, que superexpressam CTC1l e sdo
claramente mais agressivas do que CP indolente. Em DU145, CTC1 esta subexpresso, 0
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que indica que nesta linhagem celular, a protecdo do DNA ndo depende do CTC1.
Interessantemente, DU145 é a linhagem celular geneticamente mais instavel e é derivada
de um local de metastase ndo tdo comum para o CP, apresentando um microambiente

muito incomum, o que pode explicar parcialmente essa excecdo (163).

Além disso, uma das principais funcdes de CTC1 é terminar a replicacdo do DNA,
0 que tende a aumentar o tamanho dos telémeros com a superexpressdo desse gene (233,
234). O papel oncogénico desse processo serd discutido em detalhes em secOes

posteriores desse trabalho.

5.3.2STN1

STN1 é uma proteina traduzida do gene OBFC1 (10924.33) e também ndo

encontramos estudos sobre esta molécula no CP.

Na literatura, a maioria dos relatos sobre a possivel funcdo de STN1 no cancer se
concentram em trabalhos mecanisticos, sobretudo sobre sua influéncia no tamanho do
telomero (233, 234). Nesse sentido, alguns artigos estudam o papel de mutacdes nesse
gene e sua influéncia no tamanho telomérico (235, 236, 237, 238). Ainda, outros estudos
relatam que mutagdes no STN1 aumentam o risco para os canceres de laringe e ovario
(239, 240).

Adicionalmente, STN1 interage diretamente com a DNA Polimerase o, sendo
fundamental para prevenir o estresse genético durante a replicacdo do DNA (241). Além
disso, STN1 tem papel fundamental em vias de reparo do DNA, onde sua deplegéo

aumenta a eficiéncia de inibidores da PARP1 em tumores deficientes em BRCAL (242).

Isso indica que o aumento de STN1 ocorre em reposta a0 aumento do estresse
genético, o que é coerente com sua superexpressao nas trés linhagens celulares de CPRC
e no CP localizado mais agressivo. A superexpressdo de STN1 pode garantir alguma
vantagem seletiva as células malignas, deixando-as mais resistente a instabilidade
genética. Corroborando isso, observa-se que a supressdo de STN1 aumenta a
citotoxicidade em células de cancer, por aumentar os danos ao DNA (243). Nesse sentido,
provavelmente a STN1 tem um papel prognéstico semelhante a CTCL, o que é coerente

considerando que elas atuam em conjunto.
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5.3.3 TEN1

TENL1 € a unica subunidade do complexo que ndo interage diretamente com o
DNA,; portanto, é pouco pesquisado em humanos e as informacdes encontradas sobre esse
gene em doencgas estdo principalmente associadas a outras subunidades do CST (106, 232,
244).

Apesar disso, obtivemos alguns resultados interessantes sobre esse gene no CP.
Primeiramente, vemos que o numero de amplificacbes aumenta e sdo relativamente
comuns no CPRC. Vemos ainda, que esse gene esta superexpresso em todas as amostras
de cancer estudadas. Finalmente, observamos uma tendéncia de a sua superexpressdo
estar associada ao pior prognostico na coorte do TCGA. Todos esses dados indicam que

a superexpressao de TEN1 esta relacionado com o processo de carcinogénese do CP.

As razdes para isso devem-se provavelmente ao papel essencial de TEN1 na
homeostase do telomero, sobretudo na protegdo da Fita G e no termino da replicacdo do
DNA (245, 246). Além disso, assim como CTC1 e STN1, ha relatos que TEN1 é
importante para diminuir o estresse da replicacdo do DNA, o que pode garantir uma
vantagem seletiva para as células que superexpressam esse gene, em um contexto de

instabilidade genética generalizada (247).

5.4 TERRA

A descoberta do longo RNA ndo codificante TERRA, feita quase
simultaneamente por dois grupos independentes, adicionou mais uma camada na
complexidade da regulagdo da homeostase telomérica (61, 248). Apesar de ja existirem
relatos do papel do TERRA em diferentes neoplasias, a inica mengéo encontrada sobre
0 CP, é em um estudo que mostra que a expressao extracelular deste RNA nao ¢ alterada

em pacientes com a doenca (249, 250).

E importante ressaltar que por ser um RNA relativamente recém-descoberto, sua
anotacgdo ndo esta feita nas maiorias dos softwares de analise de coortes do TCGA, o que

explica a auséncia de dados nesse sentido.
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Além disso, 0 TERRA pode potencialmente ser transcrito de qualquer regido
subtelomérica, apesar de existir algum conflito na literatura nesse ponto. Enquanto alguns
autores defendem que o TERRA é preferencialmente transcrito de um Gnico cromossomo,
outros afirmam que a transcri¢do deste RNA depende do contexto e que normalmente

mais de um telébmero contribui para sua expressao (251, 252).

Isso € relevante, pois no presente trabalho, nossa abordagem nos permitiu
mensurar a expressao de TERRA transcrito de 4 cromossomos diferentes (os bragcos
longos dos cromossomos 1,2,10 e 13), com uma metodologia ja validada na literatura
(127). Ou seja, apesar de isso nos dar uma boa nogéo da expressédo de TERRA no CP,
ela ndo representa sua totalidade.

Nossos resultados indicam uma clara superexpressao do TERRA no CP em
relacdo ao tecido controle. Isso a principio é contrario ao que normalmente se vé em
outros tumores: neoplasias telomerase positivas, como o CP, normalmente subexpressam
0 TERRA e neoplasias ALT positivas superexpressam (253). Isso ocorre pois

normalmente o TERRA inibe a atividade da telomerase (254).

Apesar disso, estudos demonstram outra funcdo importante do TERRA. Esta
molécula aumenta em resposta a danos do DNA para proteger o telébmero, que é
normalmente mais sensivel que o resto do genoma, (253, 255, 256, 257). Um estudo
recente, por exemplo, nos mostra que o TERRA interage com ATRX na manutencédo de
G-quadruplex, e sabemos que essa proteina € fundamental na resposta a danos do DNA e

alterada em diversas neoplasias (258, 259).

Quando lembramos que durante o processo da carcinogénese da prostata, danos
aos teldmeros sdo bastante comuns, talvez esse seja 0 motivo para a grande
superexpressdo de TERRA na neoplasia em relacdo ao controle. Isso faz mais sentido
quando consideramos que telébmeros mais longos aumentam a metilacdo da regido
subtelomérica e, portanto, diminuem a expressao de TERRA (260). Como ja mencionado
na introducdo, o CP é caracterizado por apresentar teldmeros anormalmente curtos, o que
justifica a alta expressdo de TERRA mesmo na presenca da telomerase. Finalmente, a
superexpressdo de TERRA ja foi relatada em tecidos de cancer de pulméo telomerase

positivo, o que indica que esse fendmeno realmente ocorre (261).

Por outro lado, temos que a diminui¢cdo de TERRA se correlaciona com o pior

prognostico da doenca, o que indica que quando o CP progride, a diminui¢do de TERRA



86

deve favorecer a atividade de telomerase. Aqui vale lembrar que nossos resultados
claramente indicam que o aumento de TERT, se associam ao pior progndéstico. Ainda é
curioso observar que ambos os longos RNA néo codificantes estudados aqui (TERC e
TERRA) se comportam de maneira semelhante, sua maior expressao € protetiva, ao
menos na coorte clinica. Em tumores de cabeca e pescoco, a baixa expressdo de TERRA
se associa com a piora na sobrevida dos pacientes (262). No cancer colorretal, a
diminuicdo do TERRA foi considerada um fator prognostico independente para o pior
desfecho do tumor a longo prazo (263). Por outro lado, um trabalho demonstrou que no
glioma o aumento do TERRA se associa com uma tendéncia de melhora de sobrevida, o

que indica que o valor prognéstico de TERRA varia de tumor para tumor (264).

Nas linhagens celulares, vemos fendmenos semelhantes: a maior expressao de
TERRA esté presente na LNCaP, a linhagem celular com maior nimero de cromossomos.
Vale lembrar que danos nos teldmeros sdo um dos principais motivos para aberragdes
cromossdmicas e portanto, 0 aumento de TERRA pode ser em resposta a isso (79). Porém,
temos uma diminuicdo de sua expressdao no CPRC, o que corrobora que o aumento da
agressividade € inverso a expressao de TERRA. Na PC3, apesar dessa diminuicdo, a
expressdo de TERRA é maior na linhagem metastatica do que na PNT2, o que reforca o
aumento da expressdo no CP. Ainda, a menor expressao de TERRA ocorre na DU145, a
linhagem celular com maior expressdo de TERT e como sera visto a seguir, com 0S

maiores telédmeros.

O papel de TERRA no CP e em outras neoplasias ainda precisa ser elucidado, mas
nossos resultados indicam que sua expressdo pode ser relevante nessa doenca e que ele

tem potencial para se tornar um biomarcador.

5.5 Tamanho do Teldmero

O tamanho do teldmero é um biomarcador vastamente estudado na medicina, pois
tem grande impacto em processos patoldgicos e de envelhecimento (265). E importante
destacar que normalmente o estudo do tamanho do telémero no céancer € feito
principalmente de duas formas: avaliando os teldmeros dos leucdcitos, que sdo um bom
representativo do telomeros de todo o organismo, ou se avalia os telémeros diretamente

no tecido tumoral (266). Essa consideracdo é essencial para interpretar de maneira
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adequada esse tipo de parametro, visto que normalmente, os resultados podem levar a

conclusBes opostas de acordo com a fonte da amostra, isto é, sangue ou tecido maligno.

Por exemplo, pessoas com telémeros leucocitarios mais longos tendem a ter um
risco aumentado para o cancer, pois de maneira geral suas células passam por mais
divisbes celulares o que aumenta a chance de ocorrerem mutacdes oncogénicas (267).
Alguns estudos corroboram que o aumento do tamanho do telémero aumenta o risco para
0 CP (268, 269). Apesar disso, no também CP ja foi relatado o oposto: 0 menor tamanho
telomérico aumenta os riscos para a doenca (270, 271).

Quando pensamos no progndstico do CP, também temos estudos conflitantes,
onde a maioria dos autores defendem que o aumento no tamanho dos teldmeros
leucocitarios se associa com o aumento da agressividade da doenca, alguns relatam o
oposto (272, 273, 274, 275). 1sso sugere que apesar do tamanho global dos telémeros do
organismo estar relacionado com o CP, tanto no risco quanto no prognostico, seu papel
exato é complexo e ainda precisa ser elucidado.

De qualquer maneira, neste trabalho ndés mensuramos o tamanho do telémero
diretamente no cancer e ndo em leucdcitos. Primeiro, € importante ressaltar que a técnica
utilizada (PCR em tempo real) apesar de ser bastante utilizada, apresenta algumas
limitacOes, sobretudo no céncer. Isso ocorre pois no controle interno da reacao,
originalmente, utiliza-se um gene de cdpia Unica. Em neoplasias, incluindo o CP, é
extremamente comum a presenca de aneuploidias, o que dificulta a escolha de um gene
de cdpia Unica confiavel. Para contornar essa limitacao, utilizamos outro tipo de controle
proposto por um grupo de pesquisa, onde eles validaram a utilizacdo de PCR em tempo

real para medir os teldmeros de células tumorais (129).

Além disso, apesar dessa técnica ndo fornecer um tamanho absoluto dos
telomeros, o que dificulta comparagdes diretas entre dados de laboratorios diferentes, ela
é bem mais barata, mais simples e de mais facil interpretacdo do que as outras
metodologias, o que indica que se no futuro o tamanho dos telémeros for aplicado na

oncologia, provavelmente sera a partir do uso dela (276).

Quando analisamos nossos resultados temos uma clara indicag&o que o aumento
dos telémeros tumorais se associam com o aumento da agressividade do CP. Isso a

principio é o contrério do que a literatura afirma.
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O encurtamento do teldmero € a alteracdo genética mais comum nos primeiros
periodos da carcinogénese da prostata (109, 277). De fato, a literatura postula que o CP é
caracterizado por células com teldmeros muito curtos quando comparadas as células néo-
malignas, como tecido adjacente e leucdcitos associados, e 0 encurtamento dos telémeros
estd associado ao mau prognostico, promovendo instabilidade genética (109, 278). Mas
quando analisamos minuciosamente 0s artigos que apoiam essas conclusées, temos uma

interpretagdo levemente diferente.

Um estudo cléssico que utilizou anélise por southern blot, demonstra que amostras
de CP de baixo grau tém telébmeros encurtados quando comparadas com tecido benigno
(115). Outro artigo mostra que telémeros curtos tém sido associados a recidiva da doenca,
mas, este artigo utiliza analise de dot blot, que é uma técnica obsoleta porque ndo mede
0 comprimento dos teldmeros em si, e usa pacientes com baixos escores de Gleason (279).
Outro trabalho mostra que os telémeros encurtados sdo piores para pacientes com doenca
de Gleason 6 (280). Finalmente, ja foi demonstrado que a combinacéo da variabilidade
do tamanho dos telémeros tumorais e do comprimento dos telémeros das células do
estroma pode prever metastases e morte, o que faz sentido, uma vez que uma grande
variabilidade no comprimento dos teldmeros é normalmente resultado de um fenétipo

ALT e esta associada a tumores mais agressivos (281, 282, 283).

No final, todos esses estudos indicam que o encurtamento dos telébmeros esta
associado a instabilidade genética e é essencial no desenvolvimento do CP; as células de
CP tém teldmeros muito curtos e telémeros encurtados estdo associados a pior
progndstico especificamente nas doengas com menor agressividade (baixo escore de
Gleason). Mas, é razoavel argumentar que as células mais agressivas, com maiores
escores de Gleason, maior produgdo de PSA e pior estadiamento patolégico, apresentam
teldmeros um pouco mais longos, que aumentam o potencial replicativo das celulas,
influenciam na transicédo epitélio-mesenquimal e diminuem a resposta a danos no DNA
(284).

Além disso, o encurtamento de teldmeros de células ja caracterizada por teldmeros
muito curtos levara a crise genética e morte celular. Na realidade, promover o
encurtamento dos telémeros é proposto como uma opcao terapéutica no CP por cientistas
muito relevantes no assunto (109). Essa hipdtese de telomeros longos no CP agressivo €

corroborada em dois trabalhos que mostram que as células de CP com teldmeros mais
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longos exibem caracteristicas desfavoraveis com mais frequéncia (285, 286).
Adicionalmente, outro estudo mais recente sugere que homens com teldmeros mais
longos em lesdes pré-malignas tem chance aumentada de desenvolverem CP agressivo
(287).

Ainda, em nivel de ilustracdo, comparamos todas as nossas amostras de prostata
com leucaocitos de pessoas saudaveis. Com isso, observamos que, em média, os telémeros
leucocitarios sdo pelo menos cinco vezes maiores do que os teldmeros das nossas
amostras prostaticas. Pode-se argumentar que o grupo “leucécitos” provém de uma
populacdo mais jovem, porém, nenhum valor dos telémeros dessa casuistica se aproxima
dos telébmeros das amostras de prostata, mesmo dos 2 individuos com mais de 60 anos
presentes neste grupo. Além disso, apesar do efeito do envelhecimento notavelmente
diminuir os telomeros, ele sozinho n&o explicaria essa diferenca tio grande. E importante
destacar que em pessoas saudaveis, o tamanho dos teldmeros dos leucécitos sao bastante

semelhantes aos teldmeros da prostata (266).

Com isso, postulamos que os telémeros do CP séo de fato bastante curtos, mas,
um pequeno aumento no tamanho dos telémeros garante vantagem seletiva para as células
de maior agressividade. E interessante notar, os nossos outros resultados reforgcam isso:
vemos que com a piora do prognoéstico temos o0 aumento da TERT, proteina principal no
alongamento dos telébmeros, o aumento de POT1 e TPP1, principais estimuladores da
atividade de telomerase, 0 aumento de TRF1, CTC1 e STNL1, o que deixaria os telébmeros
mais resistente a danos e a diminuigdo do TERRA, inibidor natural da atividade de

telomerase.

Além disso, é importante destacar que tanto a HPB quanto a PNT2 também
apresentam teldmeros curtos. Quanto a HPB, ja discutimos que essa doenca, apesar de
benigna, apresenta disfuncdo telomérica. J& a PNT2 precisamos lembrar que ela é uma
célula normal que foi imortalizada, ou seja, com baixa atividade de telomerase, tendo

teldmeros no tamanho limitrofe somente para continuar sua proliferacéo.

Adicionalmente, observamos que 0s pacientes com doencga intermédiaria (ISUP 2
e 3) apresentam os maiores teldmeros da coorte clinica. Isso indica que, apesar das
doencas mais agressivas (ISUP 4 e 5) apresentarem teldmeros maiores que as de menor
grau (ISUP 1), temos uma pequena diminui¢do no tamanho telomérico em relacdo a

doenca intermediaria, provavelmente decorrente da proliferacdo celular mais acelerada.
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Nas linhagens celulares, vemos que a DU145, a célula com maior expressao de
TERT, apresenta os maiores teldmeros. Curiosamente, apesar da LNCaP apresentar
menor expressdo de TERT, ela tem telomeros discretamente mais longos do que a PC3,
também provavelmente decorrente da diferenca na proliferacdo celular entre as duas

linhagens.

O tamanho dos teldmeros tem potencial para se tornar um importante biomarcador
prognostico no CP, principalmente para distinguir doenca indolente da agressiva

precocemente.

5.6 Consideracdes finais

Neste trabalho, estudamos como o0s principais componentes de manutencéo
telomérica se comportam no CP e qual sua relacdo com a progressdo da doenca.
Primeiramente, caracterizamos a proporcdo de alteracBes genéticas das moléculas
estudadas, mostrando que mutacdes sdo bastante incomuns. Ja a ocorréncia de CNVs é
bem maior que a de muta¢des em todos os casos. Além disso, varios dos genes estudados
tem um aumento no nimero de amplificacGes na coorte de CPRC em relagdo ao CP
localizado. Isso sugere que o papel dos genes associados a manutencdo telomérica no CP

depende de sua expressao.

Demonstramos que aberracdes na expressdo desses genes € bastante comum e se
comporta de maneira estocastica de acordo com o gene, mas, temos um claro padrdo no
tamanho dos telémeros. Isso é relevante, pois apesar de suas diversas func@es, todos eles
modulam canonicamente o tamanho dos teldmeros, sendo provavel que diferengas na sua
expressdo convergem para aumentar o0 DNA telomérico nos graus mais agressivos da

doenca.

E interessante notar que, apesar de inimeros estudos envolvendo o CP e a biologia
dos teldmeros, a maioria deles focam somente no tamanho telomérico e na telomerase.
Aqui, adicionamos mais informacdes sobre genes relevantes para essa via e que se
mostram alvos promissores para o estudo do CP. Sobretudo quando consideramos que a
maioria dos genes analisados apresentam diferencas relevantes entre os tumores sensiveis

a castracdo e o CPRC. Isso também sugere que a via androgénica tem uma relacdo
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importante com os teldmeros o que justifica mais estudos para entendermos melhor a

progresséo da doenca.

A expresséo de alguns dos genes estudados e do tamanho dos telémeros tumorais
podem ter um papel clinico importante na segregacdo entre tumores indolentes e
agressivos, visto que mudangas na sua expressao associam-se com 0 aumento da

agressividade da doenca.

E importante mencionar algumas limitacdes do presente trabalho. Primeiramente,
com excecdo de TERC e TERRA, que sdo RNAs nao codificadores de proteinas, todos
0s genes estudados geram proteinas e aqui somente avaliamos a expressao de seu RNA
mensageiro. Ou seja, apesar de a expressdo génica ser um forte indicio de alteracdo da
expressdo proteica, que é a molécula funcional, ndo mensuramos diretamente a

quantidade dela em nossas amostras.

Além disso, nossa casuistica clinica conta com um nimero amostral relativamente
pequeno, com somente 81 amostras de CP e 10 de HPB (grupo controle). Outra limitacao
€ que, apesar de termos uma distribuicao consideravel nos fatores prognoésticos, boa parte
dos todos os pacientes tiveram boa evolucdo clinica. Ademais, menos de 10% dos casos
estudados evoluiram para metéstase, 0 que impossibilitou o estudo desse importante
parametro. Isso limitou uma andlise mais aprofundada entre os genes estudados e a

agressividade do CP.

Como pontos positivos desta tese destacamos que a maioria dos genes aqui foram
raramente estudados em CP. Aqui é interessante destacar que nos ultimos anos alguns
grupos (incluindo o LIM 55) analisaram o papel geral dos genes do shelterin e do CST
em diversos tipos de cancer, e apesar de ndo focarem especificamente no CP, esses
estudos sdo relevantes e mostram a importancia desses genes na oncologia (288, 289,
290).

Além disso, analisamos amostras clinicas, linhagens celulares e dados do TCGA,
0 que torna nossos resultados mais robustos. Adicionalmente, todas as amostras de CP
localizados foram obtidas e analisadas pela mesma equipe, 0 que aumenta a
homogeneidade das avaliacGes. As analises de expressdo génica foram realizadas por
PCR em tempo real, que representa o padrdo ouro para esse tipo de ensaio e em um
laboratdrio especializado nessa técnica.
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6. Conclusao
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A concluséo geral deste trabalho é que os componentes dos complexos shelterin,
CST, telomerase e TERRA tem sua expressao alterada durante a progresséo do CP. Isso
gera um ambiente que induz o aumento telomérico, favorecendo o aumento da
agressividade das celulas tumorais. Esses dados indicam que alterac@es na biologia dos
teldmeros sdo importantes na progressdo do CP. Conclusdes mais especificas indicam
que alguns dos fatores estudados podem se tornar biomarcadores relevantes nos casos de
CP. Abaixo as pontuamos:

e As mutacdes de todos os genes estudados sdo pouco comuns e sem relevancia
clara na aquisicdo do fenotipo mais agressivo da doenga. Por outro lado, CNVs
sédo mais comuns no CP localizado, sobretudo em TRF1 e RAP1

e HA& um predominio de amplificacbes em TRF1, TERT, TERC e TEN1 e de
delecbes em POTL, TRF2, TPP1, TIN2, RAP1, CTC1 e STN1. Observamos um
aumento significativo na proporcdo de amplificacdes em POT1, TRF1, TINZ2,
TERT, TERC e TEN1 no CPRC.

e Na coorte do TCGA, os genes TRF1, TPP1 e CTC1 estdo subexpressos e TEN1
superexpresso. Na coorte clinica, TRF1 e CTC1 estdo subexpressos e TRF2,
TIN2, RAP1, TERT, TERC e TEN1 superexpressos.

e No CP localizado, a superexpressao de POT1, TRF1, TPP1, TIN2, RAP1, TERT,
CTC1, STN1 e TEN1 associam-se ao pior progndstico. A subexpressdo de
TERRA associa-se ao pior prognostico. A expressdo de TRF2 e TERC se
classifica como contexto dependente.

e Nas linhagens celulares metastaticas, os genes POT1, TRF2 e TERT estdo
superexpressos no CPRC e TRF1, TIN2, RAP1, TERC e TERRA subexpressos.
STN1 e TEN1 se encontram superexpressos em todas as linhagens de CP. CTC1
se classifica como contexto dependente.

e Os telébmeros sdo curtos no HPB e no CP, porém significativamente maiores no
cancer. O aumento do tamanho telomérico se associa com 0 aumento da
agressividade do CP.

e O tamanho dos teldmeros, juntamente com a expressdo de POT1, TRF1, TPP1,
RAP1, TERT e CTC1 apresentam os resultados mais consistentes em relacdo a
progressdao do CP, com claro potencial para se tornarem biomarcadores. O
TERRA também apresenta resultados promissores, porém mais estudos séo

necessarios para sua validagdo como biomarcador.
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