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RESUMO
O cancer de préstata (CaP) é o segundo tipo mais prevalente de cancer entre a
populacdo masculina e estd entre os 3 tipos mais comuns de cancer diagnosticados
entre homens de 184 paises. A hiperplasia prostatica benigna (HPB) acomete
aproximadamente 80% dos homens com mais de 60 anos e se deve a um
crescimento ndao maligno da prdstata. Ambas patologias sdo dependentes da
ativacdo do receptor de androgénios para o crescimento e a sobrevivéncia celular.
Em aproximadamente 95% dos casos de CaP, mesmo apds a terapia de privagao de
androgénios, as células desenvolvem um mecanismo de proliferacdo independente
da acdao hormonal, conhecida como recidiva tumoral. Com isto, muitos estudos
tentam analisar como ocorre a ativacdo do receptor de androgénios de maneira
independente da presenga dos androgénios. Recentemente, foram identificadas
variantes estruturais do receptor de androgénio (AR), conhecidas como isoformas.
Entretanto, ainda ha muita discussdo acerca da variacdao da expressao e da funcdo
dessas isoformas tanto em tecido prostdtico normal, quanto em células prostaticas
com alteracdes fisiopatoldgicas, como no CaP e na HPB. Dois genes frequentemente
estudados em anomalias neoplasicas sdao o gene BAX e o BCL2, que codificam
proteinas que levam o mesmo nome. A BCL2 é uma proteina antiapoptdtica que
tem sido descrita como superexpressa em tumores mais agressivos gerando
resisténcia a morte celular e estando associada ao pior progndstico. Desta forma, a
analise da expressao génica de BAX e BCL2 e a sua correlagdo com a expressao das
isoformas do AR é de extrema importancia para entender a regulacdo da
proliferacdo celular prostatica. Neste estudo foi encontrada uma maior expressao
tanto do BAX (*P < 0,001), quanto do BCL2 (*P = 0,029) em amostras de CaP quando
comparadas a HPB. Além disso, houve uma correlacdo positiva no grupo CaP entre a
expressdo de BCL2 e do AR (*P = 0,020) e também entre o BCL2 e o AR3 (*P =
0,024). A identificacdo da expressdao de genes reguladores da apoptose é de
extrema importancia para o estudo e o entendimento da proliferacdao celular
tumoral descontrolada. A andlise do AR, das AR-Vs e das suas correlacées com os
genes pré e antiapoptdticos tém sido um caminho promissor para a elucidacdo de

mecanismos relacionados com o desenvolvimento de anomalias prostaticas.



INTRODUGAO GERAL
Prostata

A prdéstata é uma importante glandula do sistema reprodutor masculino que se
localiza inferiormente a bexiga e anteriormente ao reto. Essa glandula é composta por
trés zonas distintas: zona periférica, de transi¢cao e central. Algumas doengas como
carcinomas e prostatite cronica sao mais frequentes na zona periférica, enquanto que
a hiperplasia prostatica benigna (HPB) é prevalente na zona de transicdo. A zona
central caracteriza-se pela forma cbnica, onde o apice do cone estd anatomicamente
relacionado com os ductos ejaculatdrios e com a porc¢ao prostatica da uretra (Figura 1)
(Velentzas, Nezis et al. 2007; Kai H. Hammerich 2009; Bonekamp, Jacobs et al. 2011). A
glandula prostatica contribui também para a composicdo do fluido seminal, sendo
importante para a manutencao das condi¢Ges ideais para fertilizagao (Shrivastava and

Gupta 2012).

Figura 1: Esquema para demonstrar as zonas de transi¢ao (azul), central (amarela) e
periférica (rosa) da prdostata humana. O corte 1 foi realizado na base da préstata, o 2
na regido intermedidria e o 3 no apice prostatico. Adaptado de (Bonekamp, Jacobs et

al. 2011)

O desenvolvimento e a funcdo prostatica sdo extremamente dependentes de
androgénios (Welen and Damber 2011). A di-hidrotestosterona (DHT), um importante

androgénio originado da conversdao da testosterona pela enzima 5a-redutase, possui



um papel importante na manutencdo do balanco entre a taxa de proliferacdo e de
morte celular na préstata normal (Carson and Rittmaster 2003).

A prdstata possui dois compartimentos, o epitelial e o estromal. No epitelial
existem dois tipos celulares: as células basais e as luminais. Estas células podem ser
diferenciadas tanto pela morfologia quando pelas propriedades bioldgicas. As luminais,
também chamadas de secretoras, possuem uma baixa capacidade de proliferagao e
uma alta taxa apoptodtica, além de serem dependentes de androgénios para realizar a
divisdo e manter a viabilidade celular. Como fung¢ao principal, possuem a liberagdo do
liqguido prostdtico que contém o antigeno prostatico especifico (PSA) e é secretado em
ductos e tubulos epiteliais que acabam na uretra prostatica (Isaacs 1999; Velentzas,
Nezis et al. 2007). As células basais, por sua vez, caracterizam-se pela independéncia
de androgénios para realizar a divisdo celular, além de possuir uma alta taxa de
proliferagdo e um baixo indice apoptético, conferindo, assim, caracteristicas de
células-tronco a esse tipo celular.

O compartimento estromal é composto por diversos tipos celulares, como
fibroblastos, células endoteliais, nervosas, musculares lisas e inflamatdrias. As células
do estroma expressam o receptor de androgénios (AR) e possuem a capacidade de
produzir um grande numero de fatores de crescimento, que influenciam no
desenvolvimento e na diferenciacdo prostatica (Isaacs 1999; Schalken and van
Leenders 2003). A importancia da interacdo entre os compartimentos é demonstrada
pelo fato de que o AR ndo é detectado no epitélio prostatico durante o
desenvolvimento fetal, enquanto que no compartimento estromal ele esta expresso.
Em homens adultos e jovens o AR esta presente em ambos os compartimentos
celulares. A resposta alterada e descontrolada aos androgénios esta relacionada com o
desenvolvimento das duas principais patologias prostaticas: HPB e Cancer de Prdstata

(CaP) (Welen and Damber 2011).

Hiperplasia prostéatica benigna (HPB)
A HPB é uma condicdo histolégica que acomete a glandula prostatica e deve-se

a um crescimento patolégico ndo maligno da préstata, sendo resultado da proliferacao
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de células epiteliais e estromais. Apesar de ser uma doenca muitas vezes
assintomatica, o crescimento prostatico pode causar a compressao da uretra, sendo
assim associado aos sintomas do trato urinario inferior (LUTS), o que resulta na
diminuicdo na qualidade de vida dos pacientes (Cory and Adams 2002; McConnell,
Roehrborn et al. 2003; Rocha 2007). Entre os sintomas do LUTS estdo fluxo urinario
reduzido, esforco para iniciar a micgdo, nocturia e sensacdo de esvaziamento
incompleto da bexiga apds a miccdo (O'Leary, Wei et al. 2008).

A etiologia exata da HPB nao é bem conhecida, entretanto andlises anatomicas
e histoldgicas de tecidos hiperplasicos sugerem que o crescimento inicia na zona de
transicdo, resultando na formacdo de nédulos (McVary 2006). Acredita-se que o
surgimento destes nddulos hiperplasicos esteja relacionado com algum tipo de
interacdo epitelial-estromal (Cunha 2008) ou com o desbalanco dos niveis e da fungao
dos androgénios ou fatores de crescimento mediados pela DHT (Carson and Rittmaster
2003). O fato de os pacientes portadores dessa condicdo serem tratados
eficientemente com medicamentos antagonistas de androgénio corrobora com a
hipdtese de que o desenvolvimento exacerbado da glandula seja dependente desses
hormonios (Ho and Habib 2011).

O diagnéstico da HPB também é obtido pela dosagem do PSA, onde individuos
com aumento da glandula prostatica demonstram niveis séricos elevados e isso se
deve a acentuada proliferacdo das células epiteliais. J& foi demonstrado que a
utilizacdo de inibidores de 5a-redutase em pacientes com HPB levou a uma diminuicdo
no volume prostdtico, nos niveis séricos de PSA e nos sintomas de LUTS (Cory and
Adams 2002). Embora existam tratamentos para tal patologia, o numero de casos
ainda é bastante elevado e o entendimento da dos aspectos moleculares da HPB é

necessario para uma maior compreensao do desenvolvimento da doenca.

Cancer de Prostata (CaP)
O CaP é o segundo tipo mais prevalente de neoplasia entre a populacao
masculina (Center, Jemal et al. 2012) e estd entre os 3 cadnceres mais comuns

diagnosticados ente os homens de 184 paises (Grossmann, Cheung et al. 2013).
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Segundo o INCA, as estimativas de casos novos de cancer na populacao brasileira para
o ano de 2014 colocam o CaP na primeira posicdo em todas as regides do pais, sem
considerar os tumores de pele do tipo ndo-melanoma (INCA 2013). A incidéncia dessa
patologia varia muito entre as populagbes e esta bastante associada a idade, ao estilo
de vida e a heranca genética (Hemminki and Czene 2002; Kheterpal, Sammon et al.
2013).

Essa situacdo patoldgica, assim como a HPB, é intimamente dependente da
ativacao do receptor de androgénios para o crescimento e a sobrevivéncia celular.
Entretanto, ainda ha duvidas se os androgénios sdo os responsaveis pelo
desencadeamento dessa doenga. Em aproximadamente 95% dos casos, mesmo apds a
terapia de privacdo androgénica, as células desenvolvem um mecanismo de
proliferacdo independente da acdo destes hormonios. Essa retomada da proliferacao é
conhecida como recidiva tumoral e caracteriza a doenga como cancer de préstata
resistente a castracdo (CPRC) (Guo and Qiu 2011; Grossmann, Cheung et al. 2013).
Acredita-se que para ocorrer recidiva seja necessario que a sinalizacdo do AR se
mantenha ativada na célula, estimulando a proliferacdo celular mesmo na auséncia de
androgénios (Marcelli and Cunningham 1999; Chen, Welsbie et al. 2004; Grossmann,
Cheung et al. 2013). Além disso, dados demonstram um aumento da expressdo do AR
em pacientes com CPRC e esse fato pode ser consequéncia da amplificacdo do gene
que codifica o AR (Culig and Santer 2014). Sendo assim, é necessdario analisar como
ocorre a ativacdo do receptor de modo independente da presenca dos androgénios.

Por fim, o cancer de prostata também pode estar relacionado com niveis
elevados de PSA nos sangue. Acredita-se que esse aumento de PSA sérico ocorra pelo
aumento da massa celular epitelial e pela destruicao do tecido prostatico, resultando
em um extravasamento de PSA para a circulacdo sistémica. (Jacobsen, Girman et al.

2001; Culig and Santer 2014)

Receptor de androgénios e suas isoformas
O AR regula uma grande quantidade de processos celulares, como proliferacao,

apoptose, migracao, invasao e diferenciacdo. Esses efeitos androgénicos podem ser



12

desencadeados tanto pela testosterona quanto pela DHT, embora a DHT possua maior
afinidade de ligacdo ao receptor quando comparada a sua precursora testosterona. O
AR é um receptor nuclear que, quando na auséncia de ligante, se encontra no
citoplasma associado a proteinas de choque térmico, chaperonas e proteinas do
citoesqueleto. A ligacdo do hormonio ao receptor leva a dissociacdo destas proteinas e
a formacao do complexo hormonio-receptor. Apds, ocorre a dimerizagdo desse
complexo hormonio receptor, sua translocacdo para o nucleo e a ligacdo a elementos
responsivos a androgénios (ARE, do inglés Androgen Responsive Elements), que estdo
localizados em regides promotoras de genes alvo (Figura 2) (Taichman, Loberg et al.

2007; Lonergan and Tindall 2011; Culig and Santer 2014).

Citoplasma

Figura 2: Esquema das modificagdes conformacionais originadas pela ativacdo do AR.
T: testosterona, DHT: dihidrotestosterona, AR: receptor de androgénio, HSP:

proteina de choque térmico. Adaptado de (Lonergan and Tindall 2011)
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Evidéncias demonstram que o crescimento prostatico é dependente da
ativacdo do AR e que sua presenga é um componente indispensavel da fisiopatologia
do CaP e da HPB, a deplecdo androgénica tem sido um tratamento de escolha para
pacientes com ambas neoplasias (Parsons, Carter et al. 2006; Taichman, Loberg et al.
2007; Ho and Habib 2011). Entretanto, muitos pacientes desenvolvem CPRC e essa
recidiva muitas vezes é bastante agressiva, sdao necessdrios mais estudos acerca do
tratamento adequado para estas patologias prostaticas.

O gene humano que codifica o AR caracteriza-se por possuir 8 éxons, que
codificam importantes regides deste receptor: o dominio de ativacdao N-terminal (NTD)
— codificado pelo éxon 1, o dominio central de ligagdo ao DNA (DBD) — codificado pelos
éxons 2 e 3, o dominio hinge e o dominio de ligacdo C-terminal (LBD) — codificados
pelos éxons 4 a 8 (Hu, Dunn et al. 2009; Watson, Chen et al. 2010). A regido N-terminal
é responsavel por desencadear a sinalizagdo do receptor. A ligagdo do hormdnio ao AR
é indispensavel para a translocacdo do receptor para o nucleo, onde, através do
dominio DBD, liga-se ao DNA nos elementos responsivos a androgénios modulando a
expressao génica (Guo, Yang et al. 2009; Hu, Dunn et al. 2009).

Alteracdes na formacdao do AR tém sido amplamente estudadas. Uma
importante caracteristica identificada recentemente é a ocorréncia do evento de
processamento do pré-mRNA denominado splicing alternativo, que resulta na
formacdo de isoformas do AR (AR-Vs). Quando o processo de splicing ocorre na sua
forma original (retirada de introns), a forma resultante do AR é conhecida como full-
length (expressdo esta que se refere ao fato desta forma do AR apresentar os 8 éxons
caracteristicos). A delecdo da regido LBD originada pelo splicing alterantivo resulta em
formas constitutivamente ativas do AR, sendo dispensavel a ligacdo do horménio ao
receptor para que a transducdo de sinal intracelular seja realizada (Guo, Yang et al.
2009). Recentemente, foram identificadas varias diferentes isoformas de AR (Figura 3)
resultantes de splicing alternativo, que possuem a regido N-terminal intacta e a regido
C-terminal com variages estruturais (Nagabhushan, Miller et al. 1996; Watson, Chen

et al. 2010; Guo and Qiu 2011).
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Figura 3: Estrutura esquemadtica das variantes do AR resultantes de splicing
alternativo disponiveis no UniGene. A variante 1 representa a forma full-lenght do

AR. Adaptado de (Guo and Qiu 2011)

A proteina do AR full-length possui aproximadamente 110kDa. Analises
proteicas realizadas em células que expressam o AR utilizando anticorpos contra a
regido N-terminal demonstram a presenca de moléculas com peso molecular reduzido
em relacdo a forma full-length (Tepper, Boucher et al. 2002; Guo and Qiu 2011). Essas
informagdes corroboram para a ideia da ocorréncia de splicing alternativo e formacao
de proteinas alteradas. Algumas AR-Vs sdo frequentemente expressas em CPRC que ja
originaram metdastases. Além disso, acredita-se que a presenca das isoformas possa ser
um dos mecanismos que estimula a resisténcia a terapia de ablacdo androgénica.
Embora as isoformas sejam constitutivamente ativas, ha evidéncias que demonstram
gue as AR-Vs possam ser dependentes da presenca da forma full-length do receptor
para exercer suas fungdes (Hu, Dunn et al. 2009; Li, Chan et al. 2013). Embora existam
dados na literatura, a presenca e a funcdo dos AR-Vs ainda é bastante controversa,
sendo necessdrias analises adicionais para um melhor embasamento cientifico (Guo,
Yang et al. 2009; Hu, Dunn et al. 2009; Watson, Chen et al. 2010). No intuito de

compreender o mecanismo de acdo destas AR-Vs, tém-se sugerido que estas variantes
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estejam envolvidas com o controle do ciclo celular, que é regulado por diversos genes
relacionados a apoptose e a proliferagcdo celular, mecanismos estes que possuem
também a influéncia da sinalizagdo desencadeada pela ativagdo do AR (Balk and

Knudsen 2008).

O ciclo celular

A fungao principal do ciclo celular é duplicar a carga cromossdmica da célula de
forma precisa, além de segregar com exatiddo as cdpias de DNA geradas para as
células-filhas geneticamente idénticas. O ciclo celular € um ponto crucial entre a morte
e a proliferagdo celular. As principais fases do ciclo celular sdo a fase S, onde ocorre a
sintese e a duplicacdo do DNA e pode ocupar cerca da metade do tempo de todo o
ciclo celular, e a fase M, onde hd a separacdao dos cromossomos duplicados e a
citocinese, ou seja, a divisdo citoplasmatica que resulta no surgimento de duas novas
células geneticamente idénticas. Esses dois eventos chaves do ciclo sdo separados por
fases de intervalo extra, que sdo necessdrias para que haja uma duplicacdo da massa
proteica e de organelas celulares, além de serem pontos criticos para a regulacdo do
ciclo. Essas fases sdo conhecidas como G1 e G2. A G1 localiza-se entre o fim da mitose
e o inicio da sintese cromossomal e, nessa etapa, a célula é preparada para a correta
sintese de material genético, além de haver um crescimento global da célula. Na G2,
por outro lado, a célula ja cresceu o suficiente e se prepara para entrar em divisdo
(Vermeulen, Van Bockstaele et al. 2003; Elmore 2007; Maddika, Ande et al. 2007;
Alberts 2010). A fase S, juntamente com a G1 e a G2, é conhecida como interfase.
Essas fases intermedidrias (G1 e G2) sdo importantes para que a célula possa
monitorar o ambiente interno e externo, a fim de avaliar e assegurar as condicdes
necessarias para dar correta continuidade a divisdo. Caso o ambiente seja
desfavoravel, a célula pode retardar a fase G1 e entrar em um estado de repouso
conhecido como GO, o qual pode durar dias, meses e até anos (Alberts 2010).

Para evitar uma proliferacdo alterada e descontrolada, existe um mecanismo
de controle do ciclo celular. Esse controle é rigidamente programado para que propicie

uma correta divisdo em dado tempo. Os pontos de checagem ocorrem entre a fase G1
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e S, entre a G2 e a mitose e no meio da mitose (Figura 4). As proteinas reguladoras
responsaveis por esse mecanismo sdo as CDKs (cinases dependentes de ciclina),
pertencentes a familia das serina/treonina proteinas cinases e que sdo ativadas por
sinais especificos durante a progressao da divisdao (Vermeulen, Van Bockstaele et al.

2003; EImore 2007; Maddika, Ande et al. 2007; Alberts 2010).
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Figura 4: Esquema demonstrando o ciclo celular com suas etapas e os pontos de

checagem. Adaptado de (O'Connor 2010)

Uma importante caracteristica do mecanismo de controle é a sua possivel
adaptacdao e modificacdo, a fim de se adequar a tipos celulares especificos e a
responder a sinais intra e extracelular diferenciados. Proteinas da familia BCL-2 (B-cell
CLL/lymphoma 2) podem ser classificadas como pré ou antiapoptdticas e aparecem de
diferentes maneiras regulando o ciclo celular. Dois genes que codificam essas
proteinas e que s3o bastante estudados pelas suas caracteristicas pré e
antiapoptoéticos sdo, respectivamente, os genes BAX e o BCL2 (Vermeulen, Van
Bockstaele et al. 2003; Zinkel, Gross et al. 2006; Maddika, Ande et al. 2007; Chipuk,
Moldoveanu et al. 2010).

Apoptose
A apoptose, também conhecida como morte celular programada, abrange um
grupo de caracteristicas morfoldgicas e de mecanismos bioquimicos dependentes de

energia. E um processo fisioldgico natural responsavel pela remocdo de células e de
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tecidos alterados e exerce um papel importante na manutencdo homeostatica,
impedindo a proliferagdao de células injuriadas que podem comprometer o correto
funcionamento do organismo. Muitas doencas, como o cancer e alteracdes
neuroldgicas, sdo originadas a partir de mecanismos apoptéticos ineficazes. Algumas
caracteristicas celulares bem definidas da apoptose sdo a aparéncia nuclear picnética
(ou seja, o excesso de condensamento da cromatina), o encolhimento celular, a
formacdo de bolhas na membrana plasmadtica seguida pela fragmentacao
citoplasmdtica e a separagdao da célula em pequenos fragmentos conhecidos como
corpos apoptéticos ou apoptossomos (Elmore 2007; Wong 2011; Ouyang, Shi et al.
2012).

Alteragdes bioquimicas também ocorrem durante o evento apoptdtico, como a
ativacdo das caspases e a clivagem de DNA e de proteinas. As caspases sdo proteinas
que possuem a capacidade de clivar residuos de acido aspdrtico gerando quebras em
proteinas celulares vitais. Além disso, as caspases possuem a habilidade de ativar
DNAses resultando na fragmentacdo do DNA. Embora essas caracteristicas estejam
presentes na maioria dos eventos apoptéticos, é possivel que existam apoptoses
caspase-independentes e sem quebra de DNA (Wong 2011; Ouyang, Shi et al. 2012).
Outra caracteristica importante desse evento celular é a translocacao do fosfolipideo
de membrana fosfatidilserina para a porcdo externa da membrana plasmatica, o que
possibilita o reconhecimento pelos macréfagos que atuam fagocitando esses restos
celulares sem ativacdo de componentes pro-inflamatérios (Ouyang, Shi et al. 2012).

Ja foram descritas diversas vias que desencadeiam a apoptose, entretanto aqui
serd citada apenas a via intrinseca por demonstrar relacdo com os genes analisados em
questdo (genes BAX e BCL2). A via intrinseca, como ja diz o nome, é ativada dentro da
célula, seja por mecanismos intra ou extracelulares. A deplecdo de fatores de
crescimento, o estresse oxidativo, a hipdxia e as altas concentracdes citoplasmaticas
de calcio sdo exemplos desses mecanismos. Apds a célula receber o estimulo, os sinais
desencadeados intracelularmente convergem para a mitocondria e resultam no
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial pela perda do seu potencial

de membrana. Consequentemente, moléculas pré-apoptdticas — como o citocromo C -
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gue normalmente estdo sequestradas no espaco transmembrana mitocondrial, sdo
liberadas para o citoplasma. O citocromo C entdo estimula a ativagao da caspase 9 —
iniciadora - e a formacdo do apoptossomo (Elmore 2007; Rocha 2007; Wong 2011). A
principal familia de genes que controla os eventos de apoptose é a BCL-2, que possui
aproximadamente 25 genes codificantes. Como exemplo de proteinas pré e
antiapoptoticas provenientes dessa familia temos, respectivamente, BAX e BCL2 (Cory
and Adams 2002). Essas proteinas, juntamente com outras também pertencentes a
mesma familia, podem determinar se a célula responde ao estimulo de apoptose ou
nao. Acredita-se que o principal mecanismo pelo qual essas proteinas agem seja pela
regulacdo da saida ou da manutencao do citocromo C na mitocéndria via alteracdo do
potencial de membrana (Figura 5) (Elmore 2007; Rocha 2007). A proteina BAX
normalmente aparece na forma de monOmero no citoplasma. Apds sofrer uma
sequéncia de estimulos, essa proteina altera a sua conformacao e se transloca para a
membrana mitocondrial, gerando uma alteracdo na permeabilidade de membrana e a
liberagcdo do citocromo C. A proteina BCL2, por sua vez, possui a capacidade de se ligar
a proteina BAX e formar um heterodimero, impedindo que a mesma se transloque
para a membrana mitocondrial e desencadeie a via de apoptose. Além disso, ja foi
relatado que a relagdo entre BAX e BCL2 é extremamente importante para a evolugao
do evento apoptdtico (Lin, Kokontis et al. 2006; Chipuk, Moldoveanu et al. 2010;

Parrondo, de Las Pozas et al. 2013).
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Figura 5: Via intrinseca de ativagdao da apoptose e possivel regulagao por BAX e BCL2

(Rocha 2007)

Entretanto, ainda sdo necessarios estudos adicionais acerca da maneira como
essas proteinas influenciam no evento de apoptose. Por fim, acredita-se que um dos
mecanismos responsaveis pelo desencadeamento do cancer seja o desbalanc¢o na taxa
de proteinas proé-apoptoéticas/antiapoptoticas, havendo uma superexpressdo das

segundas (Wong 2011) (Figura 6).

Expressio alta de proteinas Expressdo baixa de proteinas
antiapoptéticas: proapoptaticas:
Bcl-2, Bcl-xL, Bel-w Bax, Bak

o ©

Desbalango entre
proteinas da famila BCL-2

Figura 6: Possivel desbalango entre as proteinas da familia BCL-2 relacionadas com o

desenvolvimento oncogénico. (Adaptado de: (Wong 2011)).
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Genes BAX e BCL2

Nos animais, a principal forma de morte celular durante a manutencdo da
homeostase é a apoptose. Esse tipo de morte programada é caracterizado pela
ativacdo de proteinas caspases, as quais atuam através da fragmentacdo do DNA, de
altera¢des nas membranas plasmaticas, da estimulacdo do encolhimento celular e da
rapida degradacao silenciosa da célula, sem que ocorram reagdes adversas devido ao
extravasamento de conteudo celular (Chipuk, Moldoveanu et al. 2010).

A familia BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) compreende um conjunto de genes
gue codificam proteinas responsdaveis pela manutencdo do balanco entre os sinais de
sobrevivéncia e de apoptose celular. Esse equilibrio é dado pela unido de proteinas pré
e antiapoptodticas que, juntas, exercem certas funcées como o controle da integridade
da membrana mitocondrial e regulagdo da apoptose (Chipuk, Moldoveanu et al. 2010).
O gene BCL2 (Gene ID: 596) codifica uma proteina antiapoptdtica encontrada no
epitélio basal da prostata e acredita-se que sua superexpressdo seja um dos
mecanismos de resisténcia a ablacdo androgénica que o CPRC desenvolve para resistir
a morte celular (Schulman, Irani et al. 2010) (Figura 7). Ja foi descrito também que o
BCL2 superexpresso esta relacionado com pior prognéstico da doenga. Presume-se que
esse grupo de moléculas iniba a apoptose pela ligacdo a proteinas pré-apoptdticas,
como a BAX (BCL2-associated X protein, Gene ID: 581), também pertencente a familia
BCL-2 (Khor, Moughan et al. 2007; Chipuk, Moldoveanu et al. 2010).

A proteina BAX, por outro lado, caracteriza-se pela sua funcdo bioldgica pro-
apopética. Ela aparece primeiramente no epitélio secretério da préstata, o qual é mais
susceptivel a apoptose causada pela privacdo androgénica (Khor, Moughan et al.
2007). Acredita-se que essas proteinas agem através da sua dimerizacdo e ligacdo a
membrana mitocondrial, criando poros e alterando a permeabilidade da membrana, o
que resulta na liberacdo do Citocromo C para o citosol e a na ativacdo da via
apoptética das caspases (ou via intrinseca da apoptose) (Chipuk, Moldoveanu et al.
2010; Parrondo, de Las Pozas et al. 2013).

Desta forma, a andlise acerca da expressdo dos genes que codificam essas

proteinas é de extrema importancia para entender a proliferacdo celular prostatica.
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Adicionando-se a isso, o estudo da correlacdo entre a expressdo génica das isoformas
do AR e dos genes BAX e BCL2, ¢ um importante alvo de estudo para auxiliar na
compreensdo da fisiopatologia do desenvolvimento dos tumores prostaticos (HPB e
CaP). Dessa forma, os principais objetivos desse estudo sao analisar a expressdo génica
de BAX e BCL2 em amostras de CaP e HPB e correlacionar os dados obtidos nessa
analise com os niveis de expressao génica das isoformas do AR (AR3, AR4, AR5 e AR6)
em células de CaP e de HPB. E importante salientar que a expressdo génica das

isoformas do AR foi realizada em um projeto paralelo.

Célula prostatica independente de androgénios

Amplificacdo do receptor de androgénios  Mutacdo do receptor de androgénios
— Citocinas

Coativador Fatoresde
crescimento

Outros ligantes

Perda de PTEN P13.X

ptor de androgénios

' 2 oy
5 alternativas 30 ec Superexpressio
m de Bcl-2
Neuropeptideos Celulas neuroendocrinas

Figura 7: Possiveis mecanismos de resisténcias a ablagao androgénica em células
prostaticas neopldsicas. Uma das caracteristicas citadas é a superexpressio de BCL2.

(Adaptado de (Schulman, Irani et al. 2010)
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RESUMO:

INTRODUCAO: O objetivo do presente estudo é analisar e comparar a expressdo
dos genes BAX e BCL2 em amostras de cancer de prostata (CaP) e hiperplasia
prostatica benigna (HPB) e correlacionar a expressdo desses genes com a expressao
do receptor de androgénio (AR) e das isoformas do AR.

METODOS: a andlise da expressdo génica de BAX e BCL2 foi realizada a partir de
amostras de tecido prostatico de pacientes que possuiam cancer de prdstata e
hiperplasia prostdtica benigna utilizando a técnica de PCR quantitativo (RT-gqPCR).
RESULTADOS: A expressao génica de BAX foi de 0,86 (0,65 — 1,22) no grupo HPB e
2,17 (0,92 — 3,56) no grupo CaP (*P <0,001). O gene BCL2 apresentou expressao de
0,82 (0,66 — 1,17) no grupo HPB e 1,25 (0,63 — 2,84) no grupo CaP (*P = 0,029). A
analise de correlacdo demonstrou uma correlagdo positiva no grupo CaP entre a
expressao de BCL2 com o AR (*P = 0,020) e com a isoforma AR3 (*P = 0,024). A
Expressdo de BAX ndo apresentou correlacdo com o AR ou suas isoformas.
CONCLUSAO: Ambos os genes BAX e BCL2 foram significativamente mais expressos
no grupo CaP em relacdo ao grupo HPB. A correlacdo entre o gene BCL2 e os genes
AR e AR3 sugere uma associacdo entre a via de sinalizacdo androgénica e o processo
antiapoptodtico na regulacdo do processo de formacdo tumoral. A identificacdo da
expressdo de genes reguladores da apoptose é de extrema importancia para o
estudo e o entendimento da proliferacao celular tumoral descontrolada. A andlise
do AR e das AR-Vs e das suas correlacdes com os genes prd e antiapoptoéticos tém
sido um caminho promissor para a elucidacdo de mecanismos relacionados com o

desenvolvimento de anomalias prostaticas.
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PALAVRAS-CHAVE: apoptose, tumores prostaticos, receptor de androgénio e

isoformas do receptor de androgénios.



26

INTRODUCAO:

A prdéstata é uma importante glandula do sistema reprodutor masculino que
contribui para a composi¢do do fluido seminal (1). O desenvolvimento e a fungao
prostdtica sao extremamente dependentes de androgénios, como a testosterona e
a di-hidrotestosterona (DHT) (2). A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é uma
condicdo patolégica ndo maligna de etiologia e causa pouco conhecidas que
acomete aproximadamente 80% dos homens maiores de 60 anos e 90% dos acima
de 90 anos (2). Nessa patologia ocorre o crescimento exacerbado principalmente da
zona de transicdo da préstata ocasionando a obstrucdo da uretra e resultando em
sintomas que reduzem a qualidade de vida dos pacientes, como dificuldade de
mic¢do e propensao a desenvolver infecgdes urindrias. Portadores dessa patologia
geralmente sdo tratados eficientemente com farmacos antagonistas de androgénios
como, por exemplo, a Finasterida, a qual atua de forma competitiva inibindo a
enzima 5a-redutase responsavel pela conversdo da testosterona em DHT. Sendo
assim, esse fato corrobora com a hipétese de que o desenvolvimento exacerbado
da glandula prostatica é dependente dos hormonios androgénios (3). O cancer de
prostata (CaP) é segundo tipo mais prevalente de neoplasia entre a populacdo
masculina (4) e estd entre os trés canceres mais diagnosticados entre os homens de
184 paises (5). Essa situacdo patoldgica, assim como a HPB, é dependente da
ativacdo do receptor de androgénios para o crescimento da glandula prostatica.
Com isto, a terapia de privacdo androgénica (ou castracdao) é amplamente utilizada
como tratamento, contendo o crescimento celular. Em 95% dos casos, mesmo apds
a terapia, as células desenvolvem uma maneira de proliferar independentemente

da presenca de androgénios. Essa retomada de crescimento celular é conhecida
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como recidiva tumoral e caracteriza o cancer como cancer de prdstata resistente a
castragao (CPRC) (5-8).

O receptor de androgénios (AR) regula uma grande quantidade de processos
fisiolégicos, como proliferagdo, apoptose, migracdo, invasdo e diferenciagdo.
Alteracbes no processamento do mRNA do AR geradas por splicing alternativo
resultam em isoformas deste receptor, identificadas como AR-Vs. As AR-Vs
possuem a regido N-terminal intacta enquanto que a regido C-terminal, que é
responsavel pela ligacdo aos hormonios, com variacdes estruturais (6,9,10).
Acredita-se que essa alteracdo resulte em formas constitutivamente ativas do AR,
de forma que a ligacdo do hormonio ao receptor torna-se indispensavel para que
ocorra a transducdo de sinal (11). Além disso, presume-se que a presenca de AR-Vs
possa ser um evento necessario e estimulante para o desenvolvimento da
resisténcia a terapia de ablacao androgénica.

A familia BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) compreende um conjunto de genes que
codificam proteinas responsaveis pela manutencdo do balan¢o entre os sinais de
sobrevivéncia e de apoptose celular. Um dos genes dessa familia é o BCL2, que
codifica uma proteina antiapoptética encontrada no epitélio basal da prodstata.
Estudos demonstraram que este gene pode estar superexpresso no CRPC,
resultando em uma resisténcia a morte celular e associando-se a um pior
prognodstico. Ja foi relatado que esse grupo de moléculas inibe a apoptose, pela
formacdo de heterodimeros com proteinas pré-apoptdticas também pertencentes a
familia BCL-2, como a BAX (BCL2-associated X protein) (12,13). O gene BAX, por
outro lado, é responsdvel pela producdo de uma proteina pro-apoptdtica. A

proteina BAX encontra-se principalmente no epitélio secretério da prdstata, o qual
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€ mais susceptivel a apoptose causada pela privagao androgénica (13). Acredita-se
que essas proteinas atuem induzindo a apoptose através da homodimerizacdo e da
ligacdo a membrana mitocondrial, gerando poros na mitocondria e ocasionando a
alteragdo do potencial de membrana e a liberagao do citocromo C para o citosol. A
presenca do citocromo C no citosol, por sua vez, desencadeia a via intrinseca da
apoptose pela formacgdo do apoptossomo (12,14).

Portanto, analisar a correlacdo entre a expressao das AR-Vs e os genes BAX e
BCL2 em amostras de HPB e CaP é um importante alvo de estudo para compreender
a fisiopatologia do desenvolvimento desses tumores prostaticos. Sendo assim, os
principais objetivos desse estudo sdo analisar a expressao génica de BAX e BCL2 em
amostras de CaP e HPB e correlacionar estes dados obtidos com os niveis de
expressao génica das isoformas do AR (AR4, AR3/5/6, AR5/6, AR(3/5/6)/AR(5/6).

MATERIAIS E METODOS:

Coleta das amostras: apds as cirurgias de CaP e HPB, foram retirados dois
fragmentos prostatico onde um foi enviado ao Servico de Patologia do HCPA, a fim
de confirmar ou ndo a presenca de cancer de prdstata ou de hiperplasia prostatica
benigna, e o outro foi conservado em nitrogénio liquido para posterior analise.
Populacdo e Amostra: Foram selecionados 53 pacientes masculinos provenientes
do Servico de Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre com idade entre 45 e
81 anos com diagndstico de CaP ou HPB. Estes pacientes ndo foram submetidos a
nenhum tipo de hormoénio terapia e também ndo possuiam diagndstico de
nenhuma neoplasia concomitante. Os pacientes o grupo CaP foram submetidos a
Prostatovesiculectomia ou a Prostatectomia Radical, enquanto que os do grupo HPB

e foram submetidos a Resseccao Transuretral de Prdstata ou a Prostatectomia
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Aberta. No grupo CaP foram avaliados 26 pacientes, e para o grupo HPB foram
selecionados 27 individuos. Todos os pacientes foram consultados sobre a utilizagao
do tecido para o estudo e assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE — Anexo lI).

Extracdao de RNA, quantificacdo e sintese de cDNA: a extracdo de RNA total foi
realizada a partir de 0,2g de tecido utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen Life
Technologies, EUA) segundo o protocolo do fabricante. O RNA extraido foi
purificado utilizando o sistema PureLink®RNA Mini Kit (Ambion by Life
Technologies). A quantificacdo foi realizada com 1L da solucdo de RNA purificada
utilizando espectrofotbmetro para d4cidos nucleicos (NanoDrop 1000
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientificc EUA). A pureza do RNA foi
considerada satisfatéoria quando a razdo das absorbancias (260nm/280nm) foi
superior a 1,6. A sintese de cDNA foi realizada a partir de 2ug de RNA total
utilizando o kit Super Script Ill First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen,
Life Technologies, EUA). As amostras foram armazenadas a -202C até a utilizacdo na
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR).

Amplificacdo por PCR em Tempo Real: a analise da expressao génica de BAX e BCL2
foi normalizada pelo gene beta-2-microglobulina (B2M) e realizada através do PCR
em Tempo Real (StepOne Plus, Applied Biosystems) utilizando o sistema de sondas
de hidrdlise Tagman® (Applied Biosystems), que consiste em um par de primers e
uma sonda. Os ensaios para avaliacdo da expressdo génica foram adquiridos da
empresa Life Technologies® (B2M — Hs00180269 m1; BAX — Hs00180269 _m1; BCL2
— Hs00608023_m1). Em todas as placas foi realizada uma curva-padrdo composta

por 5 pontos em duplicata e com concentracdes de cDNA conhecidas, que foi
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utilizada para quantificar as amostras. Os valores quantitativos foram obtidos a
partir do ciclo limiar [threshold cycle (Ct].

Expressdo génica do AR e das AR-Vs: as analises da expressdo génica do AR (AR1/2)
e das isoformas do AR (AR4, AR3/5/6, AR5/6, AR(3/5/6)/AR(5/6)) foram realizadas
em um outro estudo do nosso grupo de pesquisa (dados ndo publicados) e os
resultados obtidos foram utilizados para comparar com a expressdao génica dos
alvos do presente estudo. E importante salientar que existe uma grande
similaridade entre as sequéncias das isoformas AR3, AR5 e AR6 o que
impossibilitou, no estudo anterior, o desenho de ensaios especificos para essas
isoformas. Sendo assim, a abordagem utilizada foi a amplificacdo em conjunto das
isoformas AR3, AR5 e AR6 (AR3/5/6) e das isoformas AR5 e AR6 (AR5/6). A fim de
inferir um valor para a expressdo do AR3, optou-se pela realizacdo da razado
AR(3/5/6)/AR5/6, que se admitiu corresponder aos niveis de expressdo génica do
AR3.

Analise Estatistica: Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade
da amostra. Considerando a distribuicdao ndo paramétrica, foi realizado o teste U de
Mann-Whitney para analisar a expressao dos transcritos BAX e BCL2. Para a
correlagao entre os resultados de expressdao génica dos genes analisados com as
demais varidveis estudadas, foi utilizado o teste de correlacio de Spearman. A
diferenca foi considerada significativa quando o P <0,05. As analises foram

realizadas com a utilizacdo do programa SPSS 20.0.
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RESULTADOS:

Caracterizacdo das amostras estudadas:

As principais caracteristicas clinicas dos pacientes em estudo estao
apresentadas na Tabela I. Os valores das idades dos pacientes [percentil 50 (25 —
75)] entre os grupos foi de 66 (60,0 — 69,0) para HPB e 64,5 (60 — 69) para CaP, nao
sendo diferente entre os grupos (P = 0,741). A dosagem séria de PSA pré-operatério
[percentil 50 (25 — 75)] foi de 5,6 (4,42 — 12,55) ng/dL para HPB e de 8 (5,58— 11,9)
ng/dL para o grupo CaP, sendo significativamente maior no CaP (*P = 0,009). Nos
pacientes do grupo CaP, também foram avaliado os paramentos patoldgicos de
agressividade do tumor, como o escore de Gleason (avalia a graduacgado histoldgica
das células tumorais) e o estadiamento tumoral (avalia a extensdo do tumor). Das
26 amostras, 19 (73,1%) apresentaram escore de Gleason menor ou igual 7(3+4) e 7
(26,9%) apresentaram o escore maior ou igual a 7(4+3). Quanto ao estadiamento
patoldgico, (pT), 17 amostras (65,4%) apresentaram estadiamento pT2 e 9 (34,6%)
amostras demonstraram estadiamento pT3. A definicdo comumente utilizada para a
recidiva bioquimica é um nivel sérico de antigeno prostatico especifico (PSA) maior
que 0,2 ng/ml, seguido de uma nova dosagem confirmatdria (15). Nos pacientes
analisado, 6 (23,1%) apresentaram recidiva bioquimica. O peso prostatico apds a
remocao cirurgica foi de 39 (32 — 45,5)g para o grupo CaP, no grupo HPB este fator

ndo foi avaliado devido a obtencdo do material por diferentes métodos cirurgicos.
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Tabela I: Caracteristicas clinicas e patolégicas dos pacientes avaliados. “Os valores

estao demonstrados em Percentil 50 (25 - 75). PDados demonstrados em

porcentagem (%). YDados n3o analisados para pacientes com HPB

CaP (N = 26) HPB (N = 27) Valor - P

Idade ° 64,5 (60 — 69) 66 (60 — 69) 0,741
PSA pré-operatério 8 (5,58—-11,9) 5,6 (4,42 — *0,009
(ng/dL) © 12,55)

Peso prostatico (g)* 46 (34,5 -83,0) n/a n/a
Escore Gleason <7 (3+4) Bv 73,1 n/a n/a
Escore Gleason >7 (4+3)PY 26,9 n/a n/a
pT2PY 65,4 n/a n/a
pT3PY 34,6 n/a n/a
Recidiva Bioquimica Bv 23,1 n/a n/a

Analise dos niveis de mRNA de BAX:

Foram utilizadas amostras de 27 pacientes com diagndstico de HPB e 26

pacientes com diagndstico de CaP para avaliar a expressdao génica de BAX. A

expressao tecidual do mRNA foi quantificada por RT-qPCR. A expressdao génica

[mediana (percentil 25% -75%) unidades arbitrdrias] do transcrito BAX foi de 0,86

(0,65 —1,22) para o grupo HPB e 2,17 (0,92 — 3,56) para o grupo CaP, apresentando

diferenca entre os grupos (*P < 0,001) (Figura 1).
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Figura 1: Expressao génica de BAX em tecido prostatico de pacientes com HPB

(Hiperplasia Prostatica Benigna) e CaP (Cancer de Prostata). Dados apresentados

como mediana (HBP = 0,86; CaP = 2,17). *P < 0,001. B2ZM (beta-2-microglobulina)

Analise dos niveis de mRNA de BCL2:

As mesmas amostras utilizadas na avaliacdo de BAX foram usadas para a
analise da expressdo génica de BCL2. A expressao tecidual do mRNA foi quantificada
por gPCR. A expressao génica [mediana (percentil 25% -75%) unidades arbitrarias]
do transcrito BCL2 foi de 0,82 (0,66 — 1,17) para o grupo HPB e 1,25 (0,63 — 2,84)
para o grupo CaP, apresentando diferenga entre os grupos e sendo maior no grupo

CaP (*P =0,029) (Figura 2).
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Figura 2: expressao génica de BCL2 em tecido prostatico de pacientes com HPB
(Hiperplasia Prostatica Benigna) e CaP (Cancer de Prostata). Dados apresentados

como mediana (HBP = 0,82; CaP = 1,25). *P = 0,029. B2ZM (beta-2-microglobulina).

Andlise da razio BCL2/BAX:
A andlise [mediana (percentil 25% -75%) unidades arbitrarias] da relagdo BCL2/BAX
foi de 1,19 (0,81 — 1,41) para o grupo HPB e 0,79 (0,39 — 1,86) para o grupo CaP,

nao apresentando diferenca entre os grupos (P = 0,188) (Figura 3).
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Figura 3: analise da relagdo BCL2/BAX em tecido prostatico de pacientes com HPB
(Hiperplasia Prostatica Benigna) e CaP (Cancer de Prostata). Dados apresentados

como mediana (HBP = 1,19; CaP = 0,79). P = 0,188.

Analise da correlacdo dos gene BAX e BCL2 e da razdo BCL2/BAX com o AR e suas
isoformas [AR4; AR3/5/6; AR5/6; (AR3/5/6)/(AR5/6)]:

A fim de avaliar se ha alguma possivel associacdo entre a expressdo dos
genes estudados e a expressdo do receptor de androgénios e de suas isoformas,
realizamos um teste de correlacdo entre os resultados de expressdao obtidos. Os
dados estdo demonstrados na Tabela Il. No grupo CaP foi encontrada correlagado
positiva entre os niveis de mRNA de BCL2 e do AR (0,464; *P = 0,020). A razdo
(AR3/5/6)/(AR5/6) (que infere a expressdo da isoforma AR3) correlacionou-se

positivamente com a expressdo de BCL2 (0,450; *P = 0,024). A razdo BCL2/BAX ndo
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teve correlagdo com o AR e suas isoformas no grupo CaP. No grupo HPB nao foi

encontrada nenhuma correlagao.

Tabela II: Dados obtidos da expressao génica de BAX, de BCL2 e da razdo
BCL2/BAX com a expressdo do AR e dos AR-Vs. Apresentados como r(P) onde r =

coeficiente de correlagao. Nenhuma correlagao foi encontrada no grupo HPB.

CaP AR1/2 AR4 AR/3/5/6  A5/6 (AR3/5/6)/(AR5/6)
r(P)
BAX 0,326 0,383 0,362 -0,148 0,303
(=0,059)  (=0,059)  (=0,076)  (=0,497) (=0,141)
BCL2 0,464 0,128 0,228 -0,333 0,450
(=0,020*)  (=0,543)  (=0,272)  (=0,104) (=0,024*)
BCL2/BAX 0,143 - 0,054 0,177 0,094 -0,171
(=0,475)  (=0,790)  (=0,377)  (=0,641) (=0,394)
DISCUSSAO:

O CaP é uma doenca heterogénea, com diferentes caracteristicas de
comportamento, por este motivo, define subgrupos com alto risco de recorréncia
bioquimica apés o tratamento cirdrgico. Os pacientes analisados em nosso estudo
apresentaram, em sua maioria, baixo escore de Gleason (73,1% classificados como
menor ou igual a 7(3+4)) e estadiamento tumoral em T2 (65,4%). Estes dados

refletem na baixa taxa de recidiva bioquimica entre os pacientes (23,1%) (16).
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Nesse estudo, observamos um aumento na expressao génica de BAX e
BCL2 nos pacientes do grupo CaP quando comparados com os pacientes do
grupo HPB. Estes resultados corroboram com os dados de lacopino e cols
(17), onde foi encontrado uma expressao elevada de BCL2 e BAX em
amostras de pacientes que possuiam CaP em relagao aos que tinham HPB
(17). Esses dois genes sdo pertencentes a uma familia génica que codifica
proteinas pré e antiapoptoticas, que é amplamente estudada na oncologia
(17-19). Além disso, outros estudos demonstraram que em tumores, como
carcinoma de mama e leucemias, o BCL2 esta superexpresso, sugerindo a
importancia deste alvo de estudo de neoplasias (20-24).

Estudos de Karnak, D e Xu, Liang (25) demonstraram que niveis
elevados de BCL2 estdo relacionados com a resisténcia tumoral a uma gama
de quimioterapicos (25). Mesmo que os pacientes avaliados ndo tenham
demonstrado alta agressividade tumoral em sua maioria, ainda assim
observamos o aumento de expressao dos genes BAX e BCL2, sugerindo que a
alteracdo de genes relacionados a apoptose ¢é essencial para o
desenvolvimento do tumor.

O gene BAX codifica a proteina BAX que, por sua vez, atua
promovendo a apoptose. Em nosso estudo, observamos um aumento dos
niveis de mRNA de BAX em amostras de CaP quando comparadas com HPB
(*P < 0,001), corroborando com outro estudo da literatura (17). Além disso,

ja foi descrita a expressao génica elevada de BAX em relagao ao BCL2 em
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tumores prostaticos, o que se sugere que, pela caracteristica pré-apoptética
do gene BAX, a sua expressao pode estar elevada em neoplasias e anomalias
proliferativas justamente para tentar regredir e impedir a proliferacao
exacerbada (17). Entretanto, como a funcdo e a a¢ao da proteina BAX sao
reduzidas na presenca da proteina BCL2 pela formagao do heterodimero
BAX-BCL2, é importante analisar a razao da expressao de ambas.

Ja foi descrito que a formacdo de heterodimeros citoplasmaticos entre
BAX e BCL2 podem atuar como agentes proliferativos (19,26). Com isso, é de
extrema importancia a andlise da razdo BCL2/BAX, uma vez que se a presenca
de BCL2 for elevada em relagao a de BAX, a formacdo de heterodimeros pode
estar aumentada impedindo que BAX atue estimulando inducao de apoptose.

Também avaliamos a razdo BCL2/BAX, embora n3o tenha sido
encontrada diferenga significativa entre os grupos. Acreditamos que esse
resultado deve-se ao fato de que a elevagao da expressao de BCL2 ocorreu de
maneira paralela a elevag¢ao da expressao de BAX, mantendo a propor¢ao da
razao. Portanto, hipotetizamos que esse aumento da expressao de BAX seja
uma reacdao da célula a fim de tentar combater a proliferacao celular,
resultando em tipos tumorais menos agressivos. Adicionando-se a isso, outra
possivel hipdtese para justificar a ndo diferenca entre a razdo BCL2/BAX e os
grupos CaP e HPB é o fato de a maioria dos pacientes do grupo CaP (73,1%)
possuirem um escore de Gleason baixo [menor ou igual 7 (3+4)], visto que ja

foi descrito na literatura que altos niveis de BCL2 estao expressos em
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canceres de prostata mais agressivos (13,16,18). Possivelmente se os
pacientes analisados no presente estudo tivessem tipos celulares mais
agressivos, poderiamos esperar expressdes maiores de BCL2 e a razao
BCL2/BAX possivelmente estaria elevada no grupo CaP quando comparado ao
HPB.

Analisamos a presenca de associacdao entre a expressdao de BCL2 e
fatores como recidiva bioquimica e escore de Gleason. Nao foi observada
diferengca de expressao génica de BAX e BCL2 em amostras de CaP nos
diferentes escores de Gleason (dados ndo mostrados). Além disso, ndo
identificamos diferenca de expressao de BCL2 em pacientes que sofreram
recidiva quando comparados com aqueles que nao sofreram (dados nao
mostrados). Apesar de ndo termos observado correlacdo entre a expressao
de BCL2 e fatores como recidiva bioquimica e elevado escore de Gleason,
dados da literatura ja relataram que ha superexpressao de BCL2 em pacientes
com CRPC (27). E ainda, pacientes com elevado escore de Gleason e que
apresentaram recidiva bioquimica expressam altos niveis de BCL2 quando
comparados a pacientes sem recidiva e com Gleason menor (13,28). Levando
em considerag¢ao os dados da literatura, acreditamos que nao foi observada
diferenca de BCL2 e BAX entre pacientes que recidivaram e que nao
recidivaram pelo fato de o nimero de pacientes que recidivaram ser muito
pequeno (N = 6). Além disso, o entendimento da instabilidade genética que ocorre

durante o desenvolvimento oncoldgico e a agressividade tumoral é essencial para
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desvendar os mecanismos moleculares relacionados ao cancer e tentar contornar
essas alteragdes a fim de combater a alta proliferagao celular.

Utilizando os dados da expressao génica do AR e das AR-Vs obtidas em
estudo prévio do grupo (29) foi possivel avaliar a correlagdao com a expressao
génica de BAX e de BCL2. Cabe salientar que as isoformas do AR sao
consideradas constitutivamente ativas e independem da presenca de ligante
para desencadear a sinalizacao intracelular. Foi encontrada uma correlagcao
significativa apenas no grupo CaP entre a expressao de BCL2 e do receptor de
androgénios (AR1/2) e entre BCL2 e a expressdo do AR3 [salientando que a
expressdo do AR3 foi inferida a partir da razdo (AR3/5/6)/(AR5/6)]. Embora a
analise dos produtos gerados do splicing alternativo que ocorre no pré-mRNA
do AR ainda seja bastante recente, alguns estudos ja demonstraram a
presenca das isoformas em amostras de CaP (11,30,31). Corroborando com
os nossos dados, ja foi demonstrado que duas maneiras de manter a
proliferacdo celular e, possivelmente, resultar em uma progressao tumoral
para CPRC, seriam a superexpressao do AR e do BCL2 (32). Foi identificada
uma correlacdo positiva entre a expressao de BCL2 e a presenca da isoforma
AR3 (33). Interessantemente, estudos ja demonstraram que em linhagens
celulares a presenca de AR3 é essencial para a proliferagdo em um ambiente
de privacdo androgénica (34) e relacionaram a expressdo elevada do AR3
com o aumento da producdo de proteinas indispensdveis para que ocorra a

transicao epitelial-mesenquimal, evento necessdrio para a metdstase (35).
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Dessa maneira, acredita-se que a correlacdao positiva da expressao de BCL2
com o AR e com a isoforma AR3 seja importante para o desencadeamento da
proliferacdo celular, do desenvolvimento tumoral e também para
manutencado da proliferacdo celular frente a ablacao androgénica. Embora no
presente estudo ndao tenhamos identificado uma correlagdo entre a razao
BCL2/BAX e a expressdo do AR e das AR-Vs, ja foi descrito que quanto maior
esta razao, maior a expressao do AR (33).
CONCLUSAO:

Ambos os genes BAX e BCL2 foram significativamente mais expressos no
grupo CaP em relagao ao grupo HPB. A correlagao entre o gene BCL2 e os genes AR
e AR3 no grupo CaP sugere uma associa¢do entre a via de sinalizagdo androgénica e
0 processo antiapoptdtico na regulacdo do processo de formagdo tumoral. A
analise acerca das diferentes isoformas do receptor de androgénio e da sua
relacdo com a expressao de genes relacionados a regulacao apoptética é de
extrema importancia para o entendimento da progressao tumoral e mais
estudos devem ser realizados a fim de elucidar as questdes ainda nao
respondidas.

FINANCIAMENTO: este projeto foi financiado pelas seguintes agéncias de fomento
— FIPE-HCPA, CNPq, Capes e FAPERGS e aprovado pelo Comité de Etica do HCPA sob
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS:

Neste estudo verificamos que os genes BAX e BCL2 estdo mais expressos em
amostras de CaP, o que sugere que esses genes reguladores da apoptose estao
relacionados com o desencadeamento desta doenca. Além disso, a correlacdo dos
niveis de mRNA do BCL2 e AR e do BCL2 e do AR3 em CaP demonstram um
importante envolvimento das isoformas do AR no desenvolvimento do CaP.

Como perspectivas do presente estudo tém a realizacdo de analises da
expressao proteica das isoformas do receptor de androgénio e das proteinas BAX e
BCL2, afim de corroborar com os dados de expressdao génica obtidos por este

estudo.
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Anexo Il
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Identificacdo da presenca de isoformas do receptor de androgénios (AR) em
tumores da prostata.

Prezado Senhor

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas que
possam estar associadas ao surgimento e crescimento de tumores prostaticos.
Dentre as doencas prostdticas, a hiperplasia prostatica benigna (aumento da
prostata) e o cancer de prostata apresentam alta incidéncia na populagdo. A
expressdao modificada de alguns genes pode alterar o tecido normal da prdstata e
levar a formacdo desses tumores.

Como o senhor tem o diagnéstico de

(hiperplasia prostatica benigna ou cancer de préstata) e lhe foi recomendada
cirurgia para a retirada da glandula, gostariamos de convida-lo para participar do
estudo. Caso aceite, sua participacdo no estudo consistird em uma coleta de
amostra de sangue e a permitir que apds retirada da peca cirurgica trés pequenos
fragmentos da mesma (10 mm x 5 mm) sejam encaminhados para estudo genético
(analise da expressdao de genes). O restante da peca cirurgica sera destinado ao
exame histopatolégico normal. Portanto, ndo haverd modificacdo da técnica
cirargica. O material sera coletado apds o término da cirurgia, e este procedimento
ndo apresenta nenhum risco para sua saude.

Quanto a coleta sanguinea, o Sr. sera submetido a coleta de 10 mL de
sangue venoso, hoje, apds lhe explicarmos este termo de compromisso e o senhor
assina-lo ou entdo no dia da cirurgia, com o objetivo de realizar dosagens
hormonais. Os riscos envolvidos com essa coleta s3do os riscos inerentes ao
procedimento, sendo a ocorréncia de pequenos hematomas (manchas roxas) a
alteragdo mais comum.

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras de sangue e de tecido para
gue outras caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de
Nnosso grupo (nesse caso, estes trabalhos serdo também apresentados ao Comité de
Etica em Pesquisa). No futuro, essas caracteristicas poderdo auxiliar na identificaco

de caracteristicas genéticas especificas de pacientes sob risco de desenvolver
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tumores de préstata. No entanto, os resultados deste estudo nao trardo beneficios
diretos para o senhor.

O Sr. é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa nao
implicard em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Ndao havera
nenhuma despesa para sua participacdo neste projeto. O senhor recebera uma via
deste termo de consentimento, sendo que a qualqguer momento o seu
consentimento em participar deste estudo poderd ser retirado. Todas as
informacgdes obtidas estardao a sua disposicao se assim desejar. Todos os resultados
referentes a pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo
resguardada sua total confidencialidade.

Os pesquisadores responsaveis por este projeto sdo Profa. Dra. llma Simoni
Brum da Silva (51 33083559 ou 99969044), Prof. Dr. Milton Berger (51 33598286),
Prof. Dr. Brasil Silva Neto (51 84070066) e a pds-graduanda Ana Caroline Hillebrand
(51 33083559 ou 81531606). Caso o senhor tenha qualquer duvida sobre o projeto
poderda nos contatar nos telefones indicados acima. Tendo este projeto sido
revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicdo (51
33598304).

Eu, ’

fui informado dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e
detalhada, bem como do procedimento de coleta de sangue a que serei submetido
e das determinagdes de caracteristicas genéticas que serao feitas. Recebi uma via
deste termo de consentimento e também a garantia de resposta a duvidas ou
esclarecimentos relacionados a pesquisa e da seguranca da confidencialidade dos
dados obtidos.

Local e data

Paciente ou responsdavel (nome legivel):

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:
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HosPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE- CENTRO DE PESQUISA

EXPERIMENTAL

LAGOM (LABORATORIO 12106) - RUA RAMIRO BARCELOS, 2350 - BAIRRO
R10 BRANCO - FONE: 51 33597625- PORTO ALEGRE

LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR ENDOCRINA E TUMORAL
(LABORATORIO 09) RUA SARMENTO LEITE, 500 - CENTRO - FONE: 51
33083559 - PORTO ALEGRE
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Anexo I

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA

A Comissdo Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre analisou o projeto:

Projeto: 120320
Data da Versao do Projeto:

Pesquisadores:

ILMA SIMONI BRUM DA SILVA
MILTON BERGER
VANDERLEI BIOLCHI

ANA CAROLINE HILLEBRAND

Titulo: |dentificagdo da presenca de isoformas do receptor de androgénios (AR} em tumores
da préstata e a sua possivel associagdo com a agressividade do tumor.

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para
ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. i

Esta aprovagio estd baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestéo
em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do processo de avalicao
de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatorios semestrais de acompanhamento e relatério final ac Grupo
de Pesquisa e Pos-Graduagao (GPPG)

rto Alegre, 23 de novembro de 2012.




