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O cancer de prostata (CaP) e a hiperplasia prostatica benigna (HPB) sdo as
patologias mais agressivas e frequentes em relacdo a préstata. Elas possuem etiologia
multifatorial com énfase para idade e fatores genéticos e tém altos indices de morbidade
e mortalidade. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a associacéo de alteracdes
em genes candidatos com o risco de desenvolvimento do CaP e da HPB em amostra da
populacédo do Rio de Janeiro, alem de avaliar o perfil de expressao in silico desses genes
no CaP. As analises moleculares foram realizadas através do sequenciamento do gene
FMOD e da analise do polimorfismos rs1695 (GSTP1), rs1058205 (KLK3), rs486907
(RNASEL), rs523349 (SRD5A2), rs25487 (XRCC1) e rs1447295 (CASC8) por meio das
técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e da PCR Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP). Para a execucdo dessas analises foram
extraidas amostras de sangue periférico de 100 individuos saudaveis, 49 pacientes com
CaP e 135 com HPB. Nas anélises in silico foram utilizados dados clinicos e de
RNAseq de 496 amostras teciduais presentes no banco de dados The Cancer Genome
Atlas (TCGA). O rastreamento do FMOD revelou seis variantes presentes na amostra
que incluem: trés missense (rs139299015, rs115908597 e rs145901742), sendo duas
dessas patogénicas, além de duas sindnimas (rs7543148 e rs77856193) e uma intronica
(rs1891180). As analises dos polimorfismos indicaram associacdes significativas entre o
gendtipo conjunto AG+GG do rs1695 (GSTP1) e o aumento do risco de CaP, tanto
quando comparado com o controle quanto com a HPB (oddis rattio= 2,30; intervalo de
confianca 95%= 1,12-4,73 e OR= 3,36; IC 95%= 1,68-6,71, respectivamente). Além
disso, o alelo mutante G aumenta o risco de CaP em relagdo a HPB (OR= 1,80; IC
95%= 1,11-2,94). O gendtipo conjunto AA+AG do rs25487 (XRCC1) revelou estar
associado com maior risco de HPB quando comparado com o controle (OR= 2,29; IC
95%= 1,31-4,00) e o geno6tipo GG mostrou maior risco para CaP em relacdo a HPB
(OR= 2,61; IC 95%= 1,33-5,12). Para o rs1447295 (CASC8) encontramos associa¢do
significativa com o aumento do peso da prostata em individuos com HPB (p=0,04). Nas
analises in silico, todos os genes apresentaram diferencas significativas no perfil de
expressao entre os tecidos ndo-tumorais e tumorais de prostata. E nas comparagdes com
os dados clinicos, 0 FMOD apresentou resultados interessantes, no qual a expressao se
mostrou diminuida nos estdgios mais avancados de CaP avaliados através dos
parametros do antigeno especifico da prostata (PSA) e do score de Gleason. Todos esses
achados destacam a importancia da contribuicdo da variacdo da linhagem germinativa
do GSTP1 e do XRCC1 para o aumento do risco do CaP. Além de ter revelado
informacdes pertinentes ao comportamento do perfil de expressao tecidual do FMOD e
as caracteristicas clinicas do CaP. Vale ressaltar que apesar das associacdes encontradas
direcionando esses genes como fortes candidatos de suscetibilidade ao CaP, outros
estudos sdo necessarios para melhorar a compreensdo do impacto das variacdes
gendmicas nessas doencas complexas.

Palavras-chave: cancer de prostata, polimorfismo, expressdo génica, biomarcador,
risco.
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Prostate cancer (PCa) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are the most aggressive
and frequent prostate pathologies. They have multifactorial etiology with emphasis on
age and genetic factors and have high rates of morbidity and mortality. The main
objective of this work was to evaluate the association of alterations in candidate genes
with the risk of developing PCa and BPH in a sample of the population of Rio de
Janeiro, besides evaluating the in silico expression profile of these genes in PCa.
Molecular analyzes were performed by sequencing the FMOD gene and by analyzing
the rs1695 (GSTP1), rs1058205 (KLK3), rs486907 (RNASEL), rs523349 (SRD5A2),
rs25487 (XRCC1) and rs1447295 (CASC8) using real-time polymerase chain reaction
(PCR) and restriction fragment length polymorphism (RFLP) techniques. To perform
these analyzes, peripheral blood samples were extracted from 100 healthy individuals,
49 patients with PCa and 135 with BPH. In silico analyzes were used clinical and
RNAseq data from 496 tissue samples present in The Cancer Genome Atlas (TCGA)
database. FMOD screening revealed six variants present in the sample that include:
three missense (rs139299015, rs115908597 and rs145901742), two of these pathogens,
and two synonyms (rs7543148 and rs77856193) and one intronic (rs1891180).
Polymorphism analyzes indicated significant associations between the rs1695 (GSTP1)
joint AG + GG genotype and the increased risk of PCa, when compared with control
and BPH (oddis rattio= 2.30; 95% confidence interval= 1.12-4.73 and OR= 3.36, 95%
Cl= 1.68-6.71, respectively). In addition, mutant G allele increases the risk of PCa
relative to BPH (OR= 1.80; 95% Cl=1.11-2.94). The rs25487 (XRCC1) joint AA + AG
genotype was found to be associated with a higher risk of BPH compared to the control
(OR= 2.29; 95% CIl= 1.31-4.00) and the GG genotype showed a higher risk for PCa
compared to the BPH (OR= 2.61; 95% CIl= 1.33-5.12). For rs1447295 (CASC8) we
found significant association with incresead prostate weight in individuals with BPH
(p=0.04), we also found significant difference in color / race distribution of individuals
with PCa and this polymorphism (p = 0.04). In silico analyzes, all genes showed
significant differences in expression profile between non-tumor and tumor prostate
tissues. And in comparisons with the clinical data, the FMOD presented interesting
results, in which the expression was decreased in the most advanced stages of PCa
evaluated through the prostate specific antigen (PSA) and Gleason score parameters. All
these findings highlight the importance of the contribution of GSTP1 and XRCC1
germline variation to the increased risk of PCa. In addition to revealing information
pertinent to the behavior of the FMOD tissue expression profile and the clinical
characteristics of PCa. It is noteworthy that despite the associations found directing
these genes as strong candidates for susceptibility to PCa, further studies are needed to
improve understanding of the impact of genomic variations on these complex diseases.
Keywords: prostate cancer, polymorphism, gene expression, biomarker, risk.
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1 INTRODUCAO

1.1 Céncer

O céancer é um grupo de doengas caracterizadas pelo crescimento descontrolado
e pela disseminacdo de células com fendtipo transformado (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019). Em suma, qualquer célula do corpo humano tem o potencial para se
transformar em uma tumoral, sendo o inicio do processo de carcinogénese marcado por
alteracOes genéticas e/ou epigenéticas no DNA (acido desoxirribonucleico) da célula e
assim, levando a desregulacéo da expressao de diversos genes essenciais para 0 correto
funcionamento dos tecidos (HOLLSTEIN et al., 2017). Posteriormente a essas
alteracbes, as células adquirem capacidades e caracteristicas (figura 1.1), que as
permitem sobreviver, propagar e disseminar para outros 6Orgdos (HANAHAN;
WEINBERG, 2000; 2011).

Figura 1.1 — Principais caracteristicas dos tumores

Autossuficiéncia em Evasao aos Supressores
Sinais de Crescimento de Crescimento

Evasao ao
Sistema Imune

Desregulacao do
Metabolismo

Potencial Replicativo
Ilimitado

Evasao a
Morte Celular

Instabilidade
Genoémica e Mutacao

Inflamacao Promotora
de Tumores

Inducao de Ativacao de Invasao
Angiogénese e Metaistase

Imagem representativa das dez principais capacidades/caracteristicas funcionais adquiridas pelas

células tumorais, conhecidas como hallmarks do céancer. Fonte: Adaptada de HANAHAN;
WEINBERG, 2011.

Os hallmarks do céancer descrevem uma base solida para a compreensao da
patogénese tumoral e eles sdo categorizados de acordo com as fungdes fisioldgicas que
modificam:
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(1) Autossuficiéncia em sinais de crescimento: as células normais necessitam
de sinais mitogénicos para alterar seu estado quiescente para proliferativo, esses sinais
sdo mediados por fatores de crescimento, componentes da matriz extracelular (MEC) e
até por moléculas de adesdo célula-célula. As células normais controlam
cuidadosamente esse processo para manter a arquitetura e homeostase tecidual,
enquanto as tumorais, além de receberem estimulos das células do microambiente
tumoral, sdo capazes de sintetizar seus proprios sinalizadores (estimulacdo autdcrina),
mantendo autdnoma grande parte da sinalizacdo proliferativa (PENNATI et al., 2016).
Os proto-oncogenes sdo responsaveis por regular o crescimento e a diferenciacdo
celular, logo, alteragfes neles estdo intimamente relacionadas a sustentagdo desse
hallmark. Essas alteracdes resultam em ganho de funcgéo para esses genes, sendo entdo
denominados oncogenes, a exemplo podemos citar o c-Myc, CDK, K-Ras, HER-2 e
diversos outros (VICENTE-DUENAS et al., 2013).

(1) Evaséao aos supressores tumorais: em contraponto aos sinais proliferativos,
existe o feedback negativo dessa sinalizagdo, coordenado pelos supressores tumorais
que tem por funcdo inibir o crescimento e a proliferacdo exacerbada das células.
Alteracdes nos genes que codificam esses supressores levam a perda de funcdo e os
mais conhecidos sd@o o retinoblastoma 1 (RB1), que traduz sinais inibidores de
crescimento, e a proteina tumoral 53 (TP53), que interrompe a progressdo do ciclo
celular em condicdes de estresse ou anormalidades como danos no DNA (DYSON,
2016; KASTENHUBER; LOWE, 2017).

(111) Evasdo a morte celular: a apoptose € um mecanismo natural para eliminar
células velhas ou defeituosas do organismo, naturalmente seria uma Otima barreira
contra o desenvolvimento tumoral, porém mecanismos complexos atuam para que as
células escapem desse programa e proliferem anormalmente (MOHAMMAD et al.,
2015). Alguns dos mecanismos incluem a desregulacdo de proteinas envolvidas na
maquinaria apoptotica, principalmente da familia Bcl-2 que é composta por proteinas
pré-apoptoticas (Bax, Bak) e anti-apoptoticas (Bcl-2, Mcl-1) (CZABOTAR et al., 2014;
ASHKENAZI et al., 2017). Além da apoptose, outros tipos de morte celular podem
atuar para favorecer a sobrevivéncia das células cancerigenas. Por exemplo, a autofagia,
que consiste na degradacdo lisossomal controlada de organelas em resposta a
deficiéncia nutricional, tem apresentado diversas evidéncias de que favoreca a
adaptacdo das celulas tumorais a terapias, mostrando ser um potencial alvo terapéutico
(CHAACHOUAY et al., 2011; AMARAVADI; KIMMELMAN; DEBNATH, 2019). O
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outro tipo de morte é a necrose, que é caracterizada pela perda progressiva da
integridade da membrana citoplasmatica e extravasamento de diversos componentes
para 0 meio extracelular, ela favorece a tumorigénese ao promover um ambiente proé-
inflamatdrio (KARSCH-BLUMAN et al., 2018).

(IV) Potencial replicativo ilimitado: para que tumores macroscopicos sejam
gerados, as células tumorais necessitam romper duas limitagdes associadas a replicacao.
A primeira é a senescéncia, processo em que as células param de se reproduzir, € a
segunda é a crise, que envolve a morte celular por apoptose das células envelhecidas,
caso essas limitacOes sejam superadas a célula é levada a imortalizacdo (GREENBERG,
2005; HAYASHI et al., 2017). Diferentemente das células normais, nas células
imortalizadas ha alta expressdo da telomerase, que € uma enzima responsavel por
adicionar segmentos de repeticdo em tandem nos teléomeros e dessa forma combater a
erosdo progressiva dessa regido do DNA, evitando assim a inducdo da senescéncia
(ZVEREVA; SHCHERBAKOVA; DONTSOVA, 2010).

(V) Inducdo de angiogénese: assim como as células normais, 0s tumores
necessitam atender suas necessidades nutricionais de crescimento, além de eliminar
dioxido de carbono e residuos metabolicos. Porém, com o aumento da massa tumoral,
essa troca de metabodlicos s6 é possivel devido a angiogénese que € induzida,
basicamente, por VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), angiopoietina e
FGF1/2 (fator de crescimento de fibroblastos) que séo produzidas pelas proprias células
tumorais e pelas células imunes recrutadas (STONE et al., 2017). Os novos vasos
sanguineos gerados ao longo da tumorigénese tém caracteristicas morfoldgicas atipicas,
bem diferentes e desorganizados em relacdo aos vasos normais, apresentando
brotamento capilar precoce, ramificacdo excessiva dos vasos, vasos distorcidos, fluxo
sanguineo irregular e vazamentos (FARNSWORTH et al., 2014; VIALLARD;
LARRIVEE, 2017).

(VI) Ativacdo de invasdo e metastase: no processo de carcinogénese ocorrem
diversas alteracdes a nivel regulatério que culminam com a diminuicdo da expressao de
proteinas responsaveis pela manutencdo da adesdo célula-célula (por exemplo a E-
caderina) e aumentam daquelas que regulam a migracdo celular (N-caderina) (VAN
ROY, 2014). Essas alteragdes sdo normalmente encontradas nas células da borda do
tumor e fazem parte da cascata de invasdo-metastase. Essa cascata prevé uma sucessao
de modificagdes bioldgicas que tem inicio na invasdo local, no intravasamento seguido

de migracdo das celulas cancerigenas pelos vasos sanguineos e/ou linfaticos proximos,
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depois segue para o extravasamento dessas células dos vasos para outros tecidos,
favorecendo a formagdo de micrometastases, que podem proliferar e formar tumores
macroscopicos (colonizagdo) (VALASTYAN; WEINBERG, 2011). A transicdo
epitelio-mesenquimal (EMT) € um programa regulatério de desenvolvimento,
orquestrado por fatores de transcricdo como Snail, Slug, Twist e Zeb 1/2, e tem sido
implicado nos processos metastaticos, principalmente nas etapas invasivas da cascata
(MITTAL, 2018). Na EMT, as células epiteliais perdem a adesdo com as células
vizinhas e adquirem propriedades mesenquimais, ou seja, elas passam a ter um perfil
mais invasivo e resistente, marcado pela expresséo de vimentina, fibronectina e miosina
(NIETO et al., 2016; KROGER et al., 2019).

(V1) Instabilidade gendmica e mutacdo: para que grande parte dos hallmarks
sejam adquiridos, é necessario que as células acumulem uma sucesséo de alteraces em
Seu genoma, como as mutacdes pontuais, 0S rearranjos Ccromossdmicos e as
modificacbes epigenéticas (CRASTA et al.,, 2012; BAKHOUM; LANDAU, 2017).
Essas transformacOes se estabelecem apesar da extraordinaria capacidade dos sistemas
de manutencdo para detectar defeitos no DNA, isso se da em parte pela habilidade das
células cancerigenas de aumentar as taxas de mutabilidade ao se tornarem mais
sensiveis aos agentes mutagénicos e por apresentarem defeitos em componentes do
mecanismo de reparo do DNA, conhecidos como os cuidadores do genoma — genes
caretaker (CICCIA; ELLEDGE, 2010; NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS,
2010). A instabilidade gendmica combinada a hiperproliferacdo celular favorece a
heterogeneidade intratumoral, que é fundamental para a sobrevivéncia das celulas
tumorais e evolucdo do quadro patolégico ao resultar na selecdo de subclones mais
resistentes a morte celular programada e as terapias anti-cancer (BURRELL et al., 2013;
ASATRYAN; KOMAROVA, 2016; DAGOGO-JACK; SHAW, 2018).

(V1) Inflamacéo promotora de tumores: o tecido tumoral, em geral, encontra-
se altamente infiltrado por células do sistema imune que promovem um ambiente
favoravel para a sobrevivéncia e proliferacdo das células cancerigenas. Isso ocorre
devido a liberacdo de fatores de sobrevivéncia que limitam a morte celular, de fatores
pré-angiogénicos, de espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo ativamente
mutagénicas, de enzimas modificadoras da MEC que facilitam a angiogénese e a
cascata invasdo-metastase, além de liberar sinais que induzem a EMT (DENARDO;
ANDREU; COUSSENS, 2010; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Dessa

forma, a inflamacdo atua, por diversos mecanismos, para facilitar a aquisi¢éo dos outros
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hallmarks, estando envolvida em praticamente todas as etapas do desenvolvimento
tumoral.

(IX) Desregulacdo do metabolismo: as células cancerigenas apresentam
peculiaridades em relagcéo ao seu metabolismo. Mesmo na presenca de oxigénio, elas se
reprogramam para produzir adenosina trifosfato (ATP) através da glicélise (aerdbia) ao
invés da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, fendbmeno conhecido como efeito
Warburg. Esse efeito produz ao final da cascata altas taxas de lactato, ROS e ativacao
da sinalizacdo de MAPK, contribuindo para o ambiente &cido dos tumores (HEIDEN;
CANTLEY; THOMPSON, 2009; RIEMANN et al., 2011). Essa troca metabolica é
paradoxal, visto que as células precisam de algum modo compensar a baixa eficiéncia
de producédo de ATP gerado por esta via, que sdo 4 moléculas de ATP em comparacao a
36 da fosforilacdo. Contudo, foi demostrado que o aumento da glicélise, resultante da
regulacdo positiva dos transportadores de glicose (GLUTS), permite o desvio de
intermediarios glicoliticos para servir de base para a biossintese de macromoléculas e
organelas necessarias na montagem de novas células. Além disso, o efeito Warburg ja
foi evidenciado em tecidos embrionarios que estdo em rapida divisdo, suportando ainda
mais a ideia da necessidade dessa modificacdo metabdlica para embasar a proliferacdo
celular exacerbada das células tumorais (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011).

(X) Evaséo ao sistema imune: linfocitos citotoxicos CD8 e CD4, linfécitos T
helper (Tn) e células natural killer (NK) sdo fundamentais no processo de vigilancia
imunoldgica dos tumores e na sua erradicacdo (FRIDMAN et al., 2012). A importancia
do sistema imune no controle da tumorigénese parece ser crucial, sendo refor¢ado pelo
notavel aumento de céncer em individuos imunocomprometidos como no caso de
infeccdes por HIV, HPV e HBV (ONONOGBU et al., 2013; PLUMMER et al., 2016;
BERMAN; SCHILLER, 2017). Mesmo com o funcionamento normal do sistema
imune, as células cancerigenas podem adquirir mecanismos para fugir da vigilancia, um
deles é pela diminuicdo do reconhecimento dos antigenos tumorais devido a perda do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | (FRIEDRICH et al.,
2019). Outro recurso € adquirir maior resisténcia pela expressdo aumentada de citocinas
proliferativas e anti-apoptoéticas (Bcl-2, STAT3), além de induzir um ambiente tumoral
imunossupressor através da liberacdo de moléculas imunorreguladoras que paralisam a
infiltracdo das células imunes (SHARMA et al., 2017; TAURIELLO et al., 2018).

A fisiopatologia do céncer engloba ainda a formacgdo de um microambiente

tumoral arquitetado pelas préprias células tumorais, pela MEC e por diferentes células
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que séo recrutadas e que contribuem para a manutencdo da rigidez e ddo suporte ao
crescimento continuo e descontrolado do tumor (figura 1.2). Algumas das células ja
descritas no estroma tumoral s&o os fibroblastos associados ao tumor (CAFs), as células
endoteliais, os pericitos, as células tronco tumorais (CSCs) e as células inflamatdrias
que incluem células imunes inatas e adaptativas como os macréfagos associados ao
tumor (TAM), os linfocitos CD8, CD4 e Th, as células NK e os granulocitos (YANG;
LIN, 2017; DENTON; ROBERTS; FEARON, 2018; TANIGUCHI; SUZUKI,
NATORI, 2019). O recrutamento dessas células associadas ao tumor pode se dar por
diferentes origens, seja a partir do tecido normal adjacente, derivadas de células
saudaveis que sofrem subsequentes mutac@es, ou ainda advindas da medula 6ssea, que

tem sido cada vez mais implicadas neste contexto (YUAN et al., 2016).

Figura 1.2 — Microambiente tumoral
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Diagrama esquematico descrevendo os principais componentes do microambiente tumoral.
CAFs: fibroblastos associados ao tumor; TAM: macrofagos associados ao tumor. Fonte:
Adaptada de PRAJAPATI; LAMBERT, 2016.

As CSCs, importante componente do microambiente, possuem a capacidade de
se diferenciar e se autorrenovar dependendo da via de sinalizagéo ativada. A origem das
CSCs ndo esta bem compreendida, mas os estudos a respeito desse fato giram entorno

do acumulo de alteracfes genéticas e/ou epigenéticas em células diferenciadas que se
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tornam indiferenciadas (de-diferenciacao), além disso ja demostraram que elas possuem
plasticidade fenotipica entre os estados diferenciados e ndo-diferenciados, contribuindo
para a heterogeneidade tumoral (HERREROS-VILLANUEVA et al., 2013;
CABRERA; HOLLINGSWORTH; HURT, 2015). Essas células j& mostraram intervir
na resisténcia a quimioterapia e a radioterapia possuindo resisténcia natural e maior
adaptabilidade aos insultos externos, além de estarem fortemente relacionadas a recidiva
e a formacdo de metastases, principalmente, pela capacidade proliferativa persistente
para gerar macrotumores a partir de um pequeno numero de células (SHIOZAWA et al.,
2016; PEITZSCH et al., 2017).

Os CAFs séo encontrados sob diferentes aspectos dentro do estroma tumoral e
pelo menos dois tipos podem ser claramente descritos, um constituido por células
semelhantes aos fibroblastos normais que formam a base estrutural do estroma, e outro,
os miofibroblastos, que possuem alta expressédo de a-SMA (actina do masculo liso o) e
sdo raros em tecidos epiteliais saudaveis (DENTON; ROBERTS; FEARON, 2018). O
envolvimento desses subtipos de CAFs tem se mostrado critico no remodelamento da
MEC, na promoc¢do do crescimento tumoral e da angiogénese, além de influenciar
diretamente no progndstico de certos tipos tumorais (RASANEN; VAHERI, 2010;
BRECHBUHL et al., 2017).

Além dessa complexidade de tipos celulares que formam o microambiente
tumoral, outras contribuicGes sdo necessarias para se estabelecer a heterogeneidade
observada nos tumores. E esperado que as proprias células cancerigenas, apds varias
replicacdes e eventos mutacionais, criem subpopulacGes com caracteristicas fenotipicas
distintas que tornam as células mais adeptas a alteracdes do ambiente, estando essa
caracteristica relacionada a letalidade do cancer e ao obstaculo na busca de uma cura
efetiva (MCGRANAHAN; SWANTON, 2017; DAGOGO-JACK; SHAW, 2018). A
heterogeneidade tumoral ndo esta restrita as diferentes células e tecidos do organismo,
podendo ser visualizada entre individuos com o mesmo tipo de tumor (heterogeneidade
intertumoral) e mesmo dentro de um tumor pode ser observada diversidade entre os
subclones celulares (heterogeneidade intratumoral), caracteristica que € exacerbada pela
instabilidade genémica (figura 1.3) (BURRELL et al., 2013).
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Figura 1.3 — Heterogeneidade tumoral
Subclone 1

Heterogeneidade Intertumoral
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genética e nao genética
Subclone 2 Subclone 3
Heterogeneidade Clonal

Representacdo da heterogeneidade encontrada nos tumores, tanto entre os individuos (intertumoral)
quanto entre as proprias células de um Gnico tumor (intratumoral), representada pelos subclones celulares.
Fonte: Adaptada de BURRELL et al., 2013.

1.1.2 Epidemiologia do Céancer

O cancer é uma das principais causas de 6bito no mundo, dados da Global
Cancer Observatory (GLOBOCAN) (figura 1.4) estimam que ele foi responsavel por
cerca de 9,5 milhGes de mortes em 2018, sendo pulméo a principal delas (18,4%) e
colorretal a segunda (9,2%). Ainda, foi estimado que tenham surgido mais de 18
milhGes de novos casos nesse periodo e os tecidos primarios mais incidentes tenham
sido pulméo (11,6%), mama (11,6%), colorretal (10,2%), préstata (7,1%) e estbmago
(5,7%).

Figura 1.4 — Estimativa de novos casos e de mortes por cancer no mundo
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O Instituto Nacional de Céancer (INCA) publica dados estimados de incidéncia
de cancer no Brasil a cada biénio; e, para cada ano do biénio 2018/2019 foi estimado
583 mil novos casos de cancer, sendo 68.220 casos de cancer de prdstata (CaP), com
risco estimado de 66,12/100 mil homens, e 59.700 casos de cancer de mama, com risco
estimado de 56,33/100 mil mulheres, fazendo com que esses sejam 0s tipos mais
incidentes em homens e mulheres, respectivamente, com excec¢ao do cancer de pele ndo

melanoma (figura 1.5).

Figura 1.5 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil

Localizagao Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Prdstata 68.220 31,7% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronguio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9.4%

Cdlon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estdbmago 13.540 6,3% Tragueia, Bronguio e Pulméo  12.530 6,2%

Cavidade QOral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Estfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sisterna Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4,860 2,4%

Estimativa de novos casos de cancer no Brasil para cada ano do biénio 2018/2019, com excecdo do cancer de pele ndo
melanoma. Fonte: INCA, 2018.

Por esses numeros alarmantes, o cancer € um dos maiores problemas de saude
publica da atualidade, causando grande impacto econémico para os familiares e para o
sistema de salde devido aos custos relacionados ao diagnéstico e tratamento. Além
disso, quando avaliado o impacto gerado pelos Obitos prematuros de pessoas
economicamente ativas (entre 15 e 65 anos), ha uma perda de produtividade anual
equivalente a 15 bilhdes de reais no Brasil, nimero que tende a crescer caso ndo haja
mudancas dramaticas no estilo de vida da populacdo (CANCELA; ALMEIDA, 2018).
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1.2 Fisiopatologias da Prostata

1.2.1 Prostata

A prostata € uma glandula exdcrina masculina que pesa aproximadamente 20g
e mede cerca de 4 cm de comprimento por 4-5 cm de largura. Esta localizada na
cavidade pélvica, mais precisamente na base da bexiga urinaria e é atravessada em toda
sua extensdo pela uretra (figura 1.6) (UMBREIT; SHIMKO; GETTMAN, 2011). Ela
ndo é essencial para a vida, mas tem importante papel na reproducédo, ja que produz
secre¢Bes que se unem as das vesiculas seminais para formar o liquido seminal, que
auxilia na nutricio e na sobrevivéncia dos espermatozoides (VERZE; CAl,
LORENZETTI, 2016).

Anatomicamente, a prostata é dividida em quatro distintas regides (figura 1.6)
como descrito por John McNeal (1988). A zona central (ZC) representa cerca de 25%
da glandula e nela se originam grande parte dos processos inflamatorios e
aproximadamente 5-10% das neoplasias; a zona periférica (ZP) corresponde a 70% da
prostata, aqui encontram-se a maior parte das glandulas prostaticas e, mais
frequentemente, é o local de origem da neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) e dos
adenocarcinomas da prostata; a zona de transi¢cdo (ZT) rodeia a uretra prostatica e
corresponde a cerca de 5% da prostata, além de ser a regido de desenvolvimento da
hiperplasia prostatica benigna (HPB); por fim, o estroma fibromuscular anterior
(EFMA) que corresponde ao principal tecido ndo glandular da prostata e € composto por
musculo liso e tecido fibroso (SELMAN, 2011; UMBREIT; SHIMKO; GETTMAN,
2011; YACOUB; OTO, 2018).
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Zona Central

Estroma Fibromuscular ona Periférica

Anterior

Uretra

Esquema da localizacdo anatdmica da préstata: logo abaixo da bexiga e recobrindo
a uretra; além da representacdo das quatro zonas da prostata. ZC: zona central;
ZP: zona periférica; ZT: zona de transicdo; EFMA: estroma fibromuscular
anterior. Fonte: Adaptada de www.urologyhealth.org.

Analisando a histologia da prostata é visivel a presenca de pelo menos duas
estruturas basicas, o epitélio glandular e o estroma (figura 1.7) (OMABE; EZEANI,
2011; ITTMANN, 2017; TOIVANEN; SHEN, 2017). O componente glandular da
préstata € formado por células luminais, basais e neuroenddcrinas que se organizam
para compor o0s ductos e os acinos. As células luminais apresentam formato colunar,
com citoplasma eosinofilico e nucleo redondo, e elas sdo especializadas em secretar
uma variedade de produtos no limen como o antigeno especifico da prostata (PSA), o
zinco, o acido citrico, a fosfatase acida, além de expressar as citoqueratinas (CK) 8 e 18.
As basais se apresentam com nucleo ovoide e citoplasma imperceptivel, elas expressam
altas quantidades de CK5, CK14 e p63 e estdo intercaladas entre a membrana basal e as
células secretoras. As células neuroendocrinas possuem alta expressdo de cromogranina
e sinafofisina e estdo localizadas na camada de células basais. O estroma prostatico é
fibromuscular composto por fibroblastos, células dendriticas, endoteliais, imunes e
neuronais, além de feixes de células musculares lisas com alta capacidade contratil para

expelir as secrec¢Bes produzidas pelos &cinos.
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Figura 1.7 — Histologia da prostata

Célula Célula Célula Célula
Intermediaria Luminal Neuroenddcrina Basal

Membrana
Basal

Epitélio

Misculo
Liso

Estroma

Fibroblasto Célula Neuronios
Endotelial

Representacdo esquematica das células da prostata, mostrando o componente epitelial
glandular (células luminais, basais e neuroenddcrinas) e o estromal (fibroblastos, células
musculares, endoteliais e neuronais). Fonte: Adaptada de TOIVANEN; SHEN, 2017.

O desenvolvimento prostatico é controlado sob acdo hormonal dos
androgénios, como a testosterona e a androstenediona, que sdo responsaveis pelos
processos de morfogénese, citodiferenciacdo, proliferacdo e producdo de secrecOes
especificas da prostata (NIU et al., 2010; WALTERS; SIMANAINEN;
HANDELSMAN, 2010). A testosterona €é sintetizada nas células de Leydig nos
testiculos por estimulo do hormonio luteinizante da hipofise, ela entra nas células
prostaticas por difusdo simples e é rapidamente metabolizada pela enzima 5-alfa
redutase, que a converte irreversivelmente em um subproduto mais ativo, a di-
hidrotestosterona (DHT) (WILSON, 2001; HEINLEIN; CHANG, 2002). A DHT se liga
aos receptores de androgénio (AR) que estdo no citoplasma das células prostaticas e
entdo, ocorre fosforilacdo, dimerizacdo e translocacdo do complexo para o nucleo. O
complexo DHT-AR promove a transcricdo de genes que contenham elementos
responsivos aos androgénios (AREs) e eles possuem diversas funcbes no
desenvolvimento e manutencdo da glandula (GROSSE; BARTSCH; BANIAHMAD,
2012). Além da participacdo fisiolégica, o DHT-AR também atua em eventos
associados ao cancer e a HPB, sendo muitas vezes utilizado na intervencdo clinica
baseada na terapia de privacdo de androgenos com a finalidade de impedir o
crescimento celular (CARSON; RITTMASTER, 2003; ZHOU; BOLTON; JONES,
2015; CAFFO et al., 2016).
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1.2.2 Hiperplasia Prostatica Benigna

A HPB é a doenca geniturinaria mais comum na popula¢do masculina idosa,
afetando mais de 50% dos individuos com 50 anos e aumentando a incidéncia & medida
que os homens envelhecem, além disso a idade entre 70 e 79 anos é a que possui maior
prevaléncia entre eles (SKINDER et al., 2016).

A condicdo patolégica da HPB é caracterizada pelo crescimento ndo-maligno
das células prostéticas, particularmente das que compdem a zona de transi¢do (figura
1.8) (CHUGHTAI et al., 2016). Fisiologicamente, a préstata aumenta com o decorrer da
idade e chega ao apice de desenvolvimento aos 18-20 anos de idade. No entanto, por
mecanismos ainda ndo bem estabelecidos, o envelhecimento, a ativacdo tardia do
crescimento celular, os fatores genéticos e as alteracbes hormonais levam a prostata a
tomar propor¢des cada vez maiores causando uma série de sintomas que podem ser
altamente debilitantes (HO; HABIB, 2011; SKINDER et al., 2016).

Figura 1.8 — Préstata normal versus proéstata hiperplasica
A

Préstata Normal Proéstata Hiperplasica
Bexiga

Diferencas entre a prostata normal ea hlperpla3|ca A: dlsp05|gao anatomlca
da préstata com compressdo da uretra e retengdo de urina na bexiga no
quadro hiperplésico. B: laminas histoldgicas coradas com hematoxilina e
eosina, com a HPB exibindo tipicamente pleomorfismo consideravel em
termos de razdo estroma/epitelial. Fonte: Adaptada de CHUGHTAI et al.,
2016.
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A clinica da HPB apresenta-se com sintomas do trato urinario inferior (LUTS)
em consequéncia a compressdo/obstrucdo da uretra prostatica. Eles compreendem em
sintomas relacionados ao armazenamento (polaciuria, polilria, nocturia e
urgéncia/incontinéncia urinaria), ao esvaziamento (fluxo urinério fraco/interrompido,
hesitacdo, esfor¢o miccional) e ao pds-miccional (sensacdo de esvaziamento incompleto
e gotejamento) (ROEHRBORN, 2011). Na avaliacdo inicial recomenda-se utilizar o
score de sintomas, o I-PSS (Score Internacional de Sintomas Prostaticos), para avaliar o
seguimento e o manejo do paciente (BARRY et al., 1992). Além da presenca dos
sintomas caracteristicos, 0s exames mais indicados para poder concluir o diagnostico
incluem a avaliacdo sérica do PSA, que se apresenta elevado nos casos de HPB, o
exame retal digital (DRE)/toque retal e a ultrassonografia transretal (TRUS) que séo
realizados para avaliar o tamanho da prostata e a presenca de nodulos, endurecimento
ou assimetria prostatica (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE UROLOGIA, 2017).

Dependendo da apresentacdo clinica e do impacto sob a qualidade de vida do
paciente, pode ser indicada a vigilancia ativa, o tratamento farmacologico com o uso de
bloqueadores alfa-adrenérgicos (terazosin, doxazosina), inibidores da 5-alfa redutase
(finasterida, dutasterida), inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (tadalafil) e/ou
anticolinérgicos (darifenacin), e em casos mais graves 0 tratamento cirargico
(DHINGRA; BHAGWAT, 2011; KIM; LARSON; ANDRIOLE, 2016).

A HPB e o cancer de prostata (CaP) estdo entre as doengas mais comuns da
prostata e juntas representam encargos significativos para os pacientes e sistemas de
saude. Elas compartilham caracteristicas como crescimento dependente de hormonios e
resposta a terapia antiandrogénica, contudo a relacdo entre elas ainda ndo €
compreendida, visto que ndo esta claro se a associacdo entre as patologias reflete uma
ligacdo casual, se a HPB atua apenas como fator de risco ou mesmo se elas possuem
mecanismos fisiopatologicos compartilhados (JRSTED; BOJESEN, 2012; BANERJEE
et al., 2018). Ainda, alguns estudos sugeriram que a condi¢do genética, hormonal e
inflamatéria dos individuos com HPB podem se apresentar como fatores de
suscetibilidade para o desenvolvimento do CaP (ALCARAZ et al., 2009; SCHENK et
al., 2011).

1.2.3 Céncer de Prostata
O CaP é o quarto tipo de tumor mais incidente no mundo (considerando ambos

0S sexos) e o segundo mais diagnosticado entre os homens, atingindo 1.276.106
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(13,5%) deles (demonstrado anteriormente na figura 1.4) (GLOBOCAN, 2018). No
Brasil, as estimativas para ano de 2018 de CaP foram de 68.220 novos casos, nos quais
0s maiores indices encontram-se nas regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste do pais (figura
1.9) (INCA, 2018).

Figura 1.9 — Representacdo geogréafica das taxas brutas de incidéncia de cancer de
prostata no Brasil
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Representacdo espacial das taxas ajustadas de incidéncia por 100 mil homens, estimadas para o ano de
2018, segundo Unidade da Federacdo. Os valores representam as taxas de incidéncias de alguns estados
do Brasil como o Parana, com a maior taxa, de 94,19/100mil, o Par4, com a menor, de 31,38/100mil e o
Rio de Janeiro com 70,52/100mil. Fonte: Adaptada de INCA, 2018.

Quando analisada as taxas de mortalidade global do CaP, percebe-se 0 niUmero
alarmante totalizando 358.989 mortes, sendo 44% desse total representando por apenas
7 paises. Dentre eles destacam-se a China, com a maior taxa de 6ébitos (51.895; 14,5%),
e 0 Brasil com a quarta posicdo (16.730 mortes; 4,7%) (GLOBOCAN, 2018). Pelos
dados do Ministério da Salude (2019), no Brasil, o CaP é a segunda causa de mortes por
cancer da populagdo masculina (13%), sendo superado apenas do cancer de pulméo
(14%).



Em sintese, o CaP apresenta-se com lesdes multicéntricas em diferentes graus e
regides do tecido prostatico, acometendo sobretudo a zona periférica da prostata. A
arquitetura neoplésica (figura 1.10) é caracterizada pela presenca de glandulas pequenas
infiltrativas ou cribriformes muito grandes ou irregulares, atipia nuclear (aumento
nuclear e nucleolar), hiperproliferacdo de células luminais, ruptura da membrana basal,
auséncia de células basais, além de infiltracdo de CAFs e de células imunes pro-
tumorigénicas como mastocitos, neutréfilos, macréfagos e linfocitos T regulatorios
(PACKER; MAITLAND, 2016; SHIAO; CHU; CHUNG, 2016).

Figura 1.10 — Composigao celular do &cino prostatico normal e do tumoral

A

C . Céula
" Tronco
Célula Célula
Intermediaria #Estromal
Célula Célula
Basal Imune

A: representacdo esquematica de um acino prostatico normal, apresentando a bicamada
epitelial (células basais e luminais) cercada pelo estroma fibromuscular, aqui a proporcdo
celular corresponde a 60% (luminal), 40% (basal) e 1% (célula tronco); B: no &cino tumoral
toda a arquitetura morfoldgica apresenta-se alterada com perda da camada basal, a composicdo
celular é de 99% de células luminais e 1% basais; C: a representacdo utilizada para diferenciar
as células da prostata. Fonte: Adaptada de PACKER; MAITLAND, 2016.

Nos estagios iniciais do CaP, as taxas de sobrevida a longo prazo sdo altas,
superiores a 90%, contudo, nessa fase a evolucdo ¢ silenciosa, muitas vezes sem que 0
doente apresente nenhum sintoma (HOWLADER et al., 2016). Entretanto, quando o
cancer se encontra em fase avancada as chances de sobrevida sdo inferiores a 20% e 0s
sintomas vao desde dor aguda ao urinar e insuficiéncia renal, a outras manifestacGes

como a presenca de dores Gsseas que sdo decorrentes dos processos metastaticos

30



(GUNDEM et al., 2015). Ao invadir tecidos distantes por meio da circulacéo linfatica
e/ou sanguinea (metéstase), o CaP apresenta-se incurdvel, mesmo apds terapia
multimodal intensiva, sendo responsavel por grande parte das mortes relacionadas ao
cancer (WANG et al., 2018). A letalidade da doenca metastatica € provocada pela falta
de esquemas terapéuticos capazes de gerar respostas durdveis no cenario de extrema
heterogeneidade tumoral tanto no nivel genético quanto celular (WEI et al., 2017).

Além da apresentacdo mais agressiva do CaP, foi descrito um estagio
intermediario, chamado de CaP oligometastatico que se apresenta entre a doenca
localizada e as metéastases generalizadas (polimetastatico), em que o doente apresenta
até cinco lesdes extrapélvicas e, ao contrario da polimetastética, o individuo pode se
beneficiar do tratamento direcionado as metastases (TOSOIAN et al., 2017).

O CaP é categorizado em distintos estagios de acordo com a regido que esta
acometida, podendo ser complementado pelas avaliagdes do sistema TNM (que avalia a
progressao tumoral ao nivel do tumor primario, dos linfonodos e das metéstases), do
nivel de PSA e do grau histologico (BUYYOUNOUSKI et al., 2017). Os estagios sdo
basicamente definidos em (figura 1.11): estagio I, em que o tumor € encontrado ao
acaso, visto que é pequeno e nao pode ser sentido no exame de DRE; estagio Il, o tumor
é encontrado devido a presenca de um nodulo na prostata, porém encontra-se confinado
a ela, sendo dividido em trés subestagios (I11A, 11B e 1IC) de acordo com o tamanho e o
grau de diferenciacdo das células; estagio Ill, o tumor é localmente avancado infiltrando
tecidos ao redor da préstata, como: vesicula seminal (I11A), reto (111B) e bexiga (I11C);
por ultimo, o estagio IV em que o cancer se espalhou para os linfonodos regionais
(IVA) ou para 0s 0ssos e/ou outros 6rgédos (IVB) (AMIN et al., 2017).

Figura 1.11 — Estagios do CaP

Estagio I Estagio II Estagio III Estagio IV
Representacao dos diferentes estagios do CaP. Fonte: Adaptada de www.teresewinslow.com.
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1.2.3.1 Classificagcdo do Cancer de Prostata

Com relacdo a classificagdo histoldgica, a Organizagdo Mundial da Salde
(OMS) distingue os tumores prostaticos principalmente em: adenocarcinoma acinar,
adenocarcinoma ductal, carcinoma intraductal, carcinoma urotelial, carcinoma de
células escamosas, carcinoma de células basais e tumores neuroenddcrinos
(HUMPHREY et al., 2016). Dentre esses, 0os adenorcarcinomas sdo 0s tipos mais
frequentes, estando presente em 95% dos casos de CaP.

Nos Ultimos anos, foi observada uma notavel expansdo no conhecimento
sobre a genética do CaP, na qual os avancos tecnoldgicos e cientificos permitiram a
identificacdo de rearranjos cromossdmicos complexos e a acentuada heterogeneidade
molecular dos tumores de prostata (BARBIERI et al., 2013; BARBIERI; RUBIN, 2015;
ROBINSON et al.,, 2015). Contudo, mesmo com essa caracteristica heterogénea,
algumas alteracdes sdo altamente recorrentes, permitindo a realizacdo da classificagdo
molecular dos tumores de prostata dependente do estdgio clinico da doenca (por
exemplo tumor primario, CaP metastatico e CaP resistente a castracdo) (ARORA;
BARBIERI, 2018). Essa categorizacdo define entidades bioldgicas distintas e €
embasada pela presenca de aberragcdes cromossdmicas, diferenca no nivel de expressdo
génica, alteracdes no numero de copias do DNA e alteracdes epigenéticas.

A maioria dos tumores primarios de préstata se enquadram em pelo menos
um dos sete subtipos moleculares definidos pelas fusées génicas em ERG, ETV1, ETV4
e FLI1 ou por mutacBes pontuais nos genes SPOP, FOXAL e IDH1 (BERGER et al.,
2011; THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2015). Os genes
ERG, ETV1, ETV4 e FLI1 pertencem a familia de fatores de transcricdo ETS e
desempenham papéis no desenvolvimento, diferenciacdo, proliferacdo e migracdo das
células prostaticas (SHAIKHIBRAHIM; WERNERT, 2012). As fusbes génicas mais
encontradas com relacdo aos ETS séo entre os promotores regulados por androgénios e
0 ERG, sendo a TMPRSS2-ERG a primeira fusdo descrita nos tumores sélidos e a mais
comum delas, presente em aproximadamente 50% dos tumores prostaticos (WANG et
al., 2017).

Os genes associados aos subtipos moleculares tém distintas atuac@es na
fisiologia normal da prostata, como o SPOP que atua na degradacdo de proteinas, o
FOXAL que remodela a cromatina para fornecer acesso gendmico para ligacdo do AR e
o IDH1 que codifica um enzima metabdlica citoplasmatica envolvida na conversao de

isocitrato em 2-oxoglutarato, dessa forma alteragdes nesses genes estdo relacionadas a
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perda da estabilidade genémica, promocao do crescimento celular e angiogénese (GAO
et al., 2003; GENG et al., 2014; ZHANG et al., 2018).

Apesar dessa categorizagdo ainda ndo estar incorporada nas diretrizes da
OMS, diversos trabalhos ja& mostraram a importancia dessa classificacdo molecular,
correlacionando alguns subtipos, como a fusdo TMPRSS2-ERG, com formas mais
agressivas do CaP, com maior risco de desenvolvimento de metéstases e até com uma
melhor resposta a certas terapias. Nesse contexto, no futuro, essa classificacdo dos
pacientes pode auxiliar na identificagcdo dos pacientes com formas indolentes da doenca
e dos que possuem maior risco de recorréncia (WANG et al., 2006; RAJPUT et al.,
2007).

1.2.3.2 Rastreamento e Diagnostico

A realizagdo periodica dos exames combinados de PSA e de toque retal em
pessoas sem sinais ou sintomas (rastreamento), é preconizado para homens a partir dos
50 anos ou a partir dos 45, para 0s casos em que ha fortes fatores de risco associados,
familiares de primeiro grau com CaP ou homens afrodescendentes (DUNN, 2017). Esse
acompanhamento tem o intuito de diagnosticar precocemente o CaP, 0 que é
fundamental para a definicdo da conduta terapéutica, melhor prognostico e chance de
cura, além de diminuir a morbidade causada pela doenca (BARRY; SIMMONS, 2017).

A recomendacéo feita pelas agéncias de satde determina que o diagnostico do
CaP deve ser realizado através da avaliacao sérica do PSA, DRE e bidpsia transretal por
agulha, sendo esta Gltima a Unica capaz de diagnosticar definitivamente o CaP
(MOTTET et al., 2017). Todavia, exames complementares podem ser realizados para
auxiliar na avaliacdo do estagio da doenca como 0s exames de imagem
(ultrassonografia, PET-CT com PSMA e ressonancia magnética multiparamétrica) que
sdo rotineiramente usados, além dos biomarcadores de préxima geracdo (antigeno do
cancer de prostata 3 — PCA3, fusdo TMPRSS2-ETS e PTEN) e dos testes de painéis
génicos que podem ser utilizados, mais ainda ndo estdo totalmente estabelecidos
(PRENSNER et al., 2012; KOO et al., 2019).

E importante salientar que o PSA é uma proteina produzida preferencialmente
pelas células prostaticas, mas ndo é especifica do CaP, podendo ser encontrada
alteracOes inespecificas em seu nivel sérico, que sdo causadas por tratamentos
farmacologicos, manipulag@es urologicas via uretral e até pela HPB, sendo necessério a

avaliagdo conjunta de outras metodologias para o diagnostico final (ITO et al., 2003;
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PARK et al., 2015). Além disso, o PSA pode ser divido em trés categorias de risco,
pacientes com PSA menor que 4 ng/mL, que possuem baixo risco, mas que ndo pode ser
excluida a possibilidade de CaP; com PSA entre 4 e 10 ng/mL, uma faixa limitrofe em
que h& chance de pelo menos 1 a 4 individuos ter CaP e com PSA maior que 10 ng/mL,
em que o risco de CaP é superior aos 50% (ILIC et al., 2018).

Os testes de painéis génicos tém o objetivo de prever a progressao clinica e a
mortalidade pelo CaP, analisando, a partir de amostras de bidpsia por agulha, a
expressdo de genes relacionados a vias fundamentais para o desenvolvimento tumoral
(KNEZEVIC et al, 2013; KLEIN et al., 2014; SOMMARIVA et al., 2016;
CUCCHIARA et al., 2018). Existem diversos testes no mercado, com distintas
metodologias e peculiaridades, mas os principais e mais utilizados sdo o Prolaris®
(Myriad Genetics), o Oncotype DX® (Fleury Gendmica) e o Decipher® (GenomeDx
Bioscience) (MOHLER et al., 2019). Mesmo com todos os testes apresentando
resultados satisfatorios na previsdo do prognostico dos pacientes, ainda sdo necessarias
pesquisas para melhorar a compreensdo sobre o significado clinico das alteracGes
observadas nos testes.

Através da bidpsia € avaliado o tipo histologico e o estadiamento do CaP,
sendo o score de Gleason o sistema de graduacdo preconizado pelos patologistas, em
que se analisa 0 padrdo arquitetonico das glandulas prostaticas e o grau de diferenciacéo
das células (DELAHUNT et al., 2012). Existem 5 graus, numerados de 1 a 5, que séo
usados para definir o nivel de diferenciacdo dos dois padrdes morfologicos mais
predominantes na amostra. Os valores desses padrdes sdo somados para resultar no
score de Gleason que varia de 2 a 10, sendo 2 definido como um tumor bem
diferenciado, e o score de Gleason 10, um tumor pouco diferenciado, que se afasta
completamente do padrédo histolégico normal (figura 1.12) (HUMPHREY et al., 2016).
Além disso, o score de Gleason é utilizado para auxiliar na avaliacdo do prognostico dos
pacientes com CaP, em que os individuos que possuem score abaixo de 6 apresentam
um tipo mais indolente de CaP, com bom progndstico, boas chances de cura e baixo
potencial metastatico, enquanto os que apresentam score acima de 8 tém tumor mais
agressivo, com progndstico ruim e altissimo potencial metastatico. Ainda, h4& uma
imprecisdo a respeito do progndstico dos individuos com score 7, ndo possuindo uma
boa caracterizacdo entre o score 7 (3+4) e o 7 (4+3), pois se comportam de forma

diferente, as vezes tendendo a um melhor ou pior progndstico, por isso muito estudos se
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comprometem em tentar melhorar a diferenciagdo dessas duas graduacdes
(HUMPHREY et al., 2016).

Figura 1.12 — Classificacao do cancer de préstata através score de Gleason
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tecidual e diferenciacdo tumoral. De 1 a 5 imagens histoldgicas
representativas de cada grau histolégico. Fonte: HARNDEN et
al., 2007.

1.2.3.3 Tratamento

Para a escolha do tratamento deve ser avaliada a qualidade de vida do
individuo em contraponto aos efeitos secundarios das terapias. Assim, as caracteristicas
do tumor a tratar, a expectativa de vida do doente e o estado geral de salde devem ser
cuidadosamente valorizadas, bem como as diferentes opcdes de tratamento que terdo
por finalidade promover efeito paliativo, cura e/ou impedir a recorréncia da doenca
(CORNFORD et al., 2017). De forma geral, os procedimentos que existem para tratar o
CaP englobam a imunoterapia (sipuleucel-T), hormonioterapia (abiraterona,
enzalutamida), quimioterapia (docetaxel, cabazitaxel), radioterapia e as cirurgias para a
remocdo da glandula (prostatectomia) ou dos focos tumorais (JAMES et al., 2016;
JANICZEK et al., 2017; HANDY; ANTONARAKIS, 2018; RAGHAVAN, 2018). Vale
ressaltar que todos os tratamentos descritos até hoje apresentam efeito mais satisfatério
quando o diagnéstico € precoce, afirmando a necessidade do acompanhamento

recorrente do estado de saude.

35



1.2.4 Fatores de Risco

Devido ao carater complexo das patologias prostaticas, uma série de fatores
endogenos e exdgenos atuam aumentando o risco para o desenvolvimento delas. A
respeito dos fatores exdgenos, varios estudos sugerem que a obesidade, o fumo, a
hipertensdo, os niveis hormonais e as dietas hipercal6ricas, ricas em gorduras e pobres
em fibras, frutas e vegetais aumentam o risco de desenvolvimento de HPB e CaP, além
de atuarem no envelhecimento e na resisténcia a quimioterapia (PERDANA et al., 2016;
ZITVOGEL; PIETROCOLA; KROEMER, 2017). A idade € um dos principais fatores
de risco associados a HPB e ao CaP, a medida que com o envelhecimento o risco de
desenvolver qualquer uma das doencas aumenta exponencialmente, sendo 66 anos a
idade média de diagnostico delas (HOWLADER et al., 2016). Com relagédo a etnia,
pode-se destacar a maior tendéncia dos homens afrodescendentes a desenvolverem o
CaP, bem como evoluirem para tumores mais agressivos e apresentarem maiores taxas
de mortalidade (HSING et al., 2014; REBBECK, 2017). Outro risco bem estabelecido é
o histdrico familiar da doenca, no qual foi demonstrado que se um parente de primeiro
grau tem a doenca, 0 risco €, no minimo, duas vezes maior do individuo ter CaP e nos
casos em que dois ou mais individuos da mesma familia sejam afetados, o risco
aumenta de cinco a onze vezes em comparacdo a populacdo em geral (MACINNIS et
al., 2010; EELES et al., 2014; TELANG et al., 2017).

A predisposicdo genética pode resultar de mutacdes raras altamente penetrantes
ou de variantes genéticas que conferem menor risco, a exemplo os polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP) que em conjunto tém importante participacdo na etiologia das
doencas ou ainda, a predisposicdo pode ser devido a uma combinacao dos dois tipos de
alteracdo (MONTGOMERY et al., 2018). O CaP hereditario, ou seja, aquele com forte
fator genético envolvido, compreende quase 10% dos casos de CaP, sendo associado a
outras sindromes hereditarias como o cancer de mama masculino e a sindrome de Lynch
(CASTRO et al., 2013; HARALDSDOTTIR et al., 2014).

Os estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS), estudos com gémeos e
estudos epidemiolégicos tém identificado diversas alteracdes genéticas relacionadas ao
desenvolvimento do CaP e ao aumento de suscetibilidade da doenca como os SNPs em
HOXB13 e as mutagdes em genes de reparo do DNA como BRCA1/2, ATM e CHEK2
(PRITCHARD et al., 2016; BENAFIF et al., 2018; SCHUMACHER et al., 2018).
Porém, mesmo com esses avangos ainda se estd longe de caracterizar e entender toda a

complexidade fisiopatoldgica e genética do CaP, sendo sempre necessario buscar novos
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conhecimentos sobre esta teméatica. Na HPB, os avancos a respeito da participacdo da
composicdo genética ainda estdo mais distantes da compreensdo, visto que poucos sdo

0s investimentos sobre a participacdo genética nessa patologia.

1.3 Genes Candidatos

Com o intuito de melhorar a compreensdo acerca da participacdo dos fatores
genéticos sobre as patologias prostaticas, foi utilizado a ferramenta de busca PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e os bancos de dados online GeneCards
(http://genecards.org/) e Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) para selecionar
genes candidatos que atuem em vias bioldgicas relevantes para o desenvolvimento da
HPB e do CaP e que ja tenham sido descritos polimorfismos associados ao aumento do
risco das doencas prostaticas. Além disso, de cada gene foi selecionado um
polimorfismo que apresenta relagbes interessantes com as patologias em outras
populacdes, mas que ainda ndo ha estudos que mostrem o comportamento delas na
populacdo do Rio de Janeiro. Todos os genes e polimorfismos selecionados estdo

descritos com mais detalhe abaixo.

1.3.1 Gene FMOD

O gene fibromodulina (FMOD), localizado no cromossomo 1¢32.1, possui trés
exons com 2943 pares de base (pb) e codifica uma proteina de mesmo nome (FMOD)
com 376 aminoacidos (aa) (ENSEMBL). Ela é expressa em todos os tecidos, sendo
encontrada em concentracbes maiores nos tecidos conjuntivos e € constituinte
importante da MEC de mamiferos (LEE; SCHIEMANN, 2011).

A FMOD é um pequeno proteoglicano rico em leucina (SLRP — small leucine-
rich proteoglycan) que regula diversos processos fisioldgicos (figura 1.13) como a
fibrilogénese do colageno, a organizacdo da MEC afetando rotatividade celular e a
propria composicdo da MEC, o reparo tecidual em maultiplos 6rgédos, o desenvolvimento
muscular normal por manter a atividade transcricional da miostatina e a reprogramacéo
celular por interacGes da porcdo N-terminal da proteina, que imita a heparina, a diversos
fatores bioativos como o fator de crescimento de fibroblastos (FGF2) e a interleucina-10
(TILLGREN et al., 2009; JAN; LEE; CHOI, 2016; KALAMAJSKI et al., 2016; LEE et
al., 2016). Além dessas funcbes, a FMOD ja foi associada a regulacdo da angiogénese
por estimular o crescimento de células endoteliais, a migracdo e a formacdo de redes

capilares, além de ser capaz de mudar o estado quiescente das células endoteliais para
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um angiogénico ao aumentar a expressdo de coldgenos e outros fatores pro-
angiogénicos (JIAN et al., 2013).

Figura 1.13 — Funcdes fisioldgicas da fibromodulina
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JAN; LEE; CHOI, 2016.

A relagdo da FMOD com processos patologicos vem sendo largamente
estudada. Atualmente, sabe-se que ela esta relacionada a tendinopatias, aterosclerose,
atrofia do tecido endometrial pds-menopausa, degeneracdo do disco intervertebral,
nefropatia diabética e diversos canceres (AL-QATTAN; AL-QATTAN, 2018). E
conhecido que em cancer de mama altamente metastatico ha superexpressao de TGF-f1
e NF-xB (fator nuclear kappa B), mediante a esse fato, Nejad e colaboradores (2017)
superexpressaram a FMOD em linhagens de cancer de mama e observaram uma
regulacdo negativa dessas proteinas, resultando na diminuicdo do potencial metastatico
dessas linhagens. Em estudos recentes sobre CaP, foi demostrado que o FMOD esta
superexpresso em linhagens e em tecidos biopsiados de CaP, mostrando diferencas

significativas de expressdo quando comparadas com tecidos de HPB e de prdstata
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saudavel, apresentando melhor diferenciacdo entre as patologias do que o proprio PSA
(BETTIN; REYES; REYES, 2016; REYES et al., 2016).

Contudo, ndo foram realizados estudos genéticos sobre a presenca de
alteracbes na sequéncia de nucleotideos do FMOD e associagcbes com o risco de
desenvolvimento do CaP e da HPB.

1.3.2 Gene GSTP1

O gene glutationa S-transferase pi 1 (GSTP1), localizado no cromossomo
11913.2, apresenta 7 exons (958pb) responsaveis por codificar a proteina de mesmo
nome (GSTP1) que possui 210aa (ENSEMBL).

As glutationa S-transferases (GSTs) constituem uma familia de enzimas que
desempenham um papel importante na protecdo das células ao atuar na desintoxicacéo
de ROS, de carcindgenos ambientais, metabolismo de hormonios esteroides e agentes
quimioterapicos (AWASTHI et al., 2017). As isoformas - alfa, mu, pi e teta - sdo
altamente expressas na prostata e polimorfismos genéticos que alterem sua atividade
podem afetar o nivel de hormonios e xenobiGticos na prostata, podendo estar
diretamente relacionados com o desenvolvimento e progressdo do CaP (COTIGNOLA
et al., 2013; CHIRILA et al., 2015; MARCHEWKA et al., 2017; CHATTERJEE;
GUPTA, 2018).

O polimorfismo rs1695 foi selecionado para ser avaliado neste gene e ele gera
uma troca de adenina por guanina na posi¢do 313 no DNA complementar (c.313A>G),
gerando também uma alteracdo na proteina na posi¢cdo 105 de uma isoleucina para
valina  (p.llel05Val) como consta no banco de dados NCBI-dbSNP
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Diversos trabalhos ja encontraram associacGes
entre ele e CaP, estando relacionado com maior risco de desenvolver a patologia em
outras populacdes (YU et al., 2013; ZHANG et al., 2016).

1.3.3 Gene KLK3

O gene kallikrein related peptidase 3 (KLK3) esta localizado no cromossomo
19q13.33 e possui 5 exons (1464pb), seu produto codificado € mais conhecido como
PSA, que possui 261aa; e € majoritariamente expresso na prostata (ENSEMBL). Esse
gene é um dos 15 que compdem a familia de calicreinas que sdo proteases com diversas

funcgdes fisioldgicas. Sendo a principal fungdo do PSA, degradar proteinas secretadas
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pelas vesiculas seminais como a semenogelina, resultando na liquefacédo e liberacdo do
fluido seminal (KRYZA et al., 2016).

A relacdo do PSA com a etiologia do CaP ainda esta sendo estudada para
melhor elucidacéo, mas alguns estudos ja publicaram que além de desempenhar papel
importante na motilidade espermaética, ele esteja relacionado com a degradagdo
proteolitica da MEC na tumorigénese do CaP, o que contribui para a invasdo tumoral e
metastase (GUO et al., 2014). Alteracdes no KLK3 também ja foram encontradas, como
0 polimorfismo rs1058205 que esta localizado na regido 3°UTR do gene (untranslated
region) (c.*15C>T), que mostrou associacdo com o nivel sérico do PSA, indicando que
ela pode interferir na producdo da proteina e no desenvolvimento do CaP (CHEN; XIN,
2017).

1.3.4 Gene RNASEL

O gene ribonuclease L (RNASEL), localizado no cromossomo 1025.3,
apresenta 7 exons (4238pb), sendo 6 deles responsaveis por codificar a proteina de
mesmo nome (RNASEL) que possui 74laa (ENSEMBL). A RNASEL atua como
antiviral e pro-apoptético regulado por interferon, apos sua ativacdo ela é capaz de
degradar tanto RNA celular quanto viral (BISBAL; SILVERMAN, 2007).

O RNASEL é considerado um supressor tumoral, que desempenha papel
significativo na patogénese do CaP através da inflamacéo e da infeccdo (DAYAL et al.,
2017). Diversas mutacdes nele tém sido associadas a predisposi¢cdo ao CaP e ele ja foi
proposto como um gene candidato de suscetibilidade ao CaP hereditario (HCP1) que
consta no locus 1924-g25 (MEYER et al., 2010; SAN FRANCISCO et al., 2014,
KARYADI et al., 2015). Dentre as altera¢fes descritas, o polimorfismo rs486907 foi
selecionado para andlise, ele provoca uma troca de guanina por adenina na posicao 1385
do DNA (c.1385G>A), por consequéncia, essa troca resulta numa alteracdo na proteina
no aminoacido 462 (p.Arg462GIn) (NCBI-dbSNP).

1.3.5 Gene SRD5A2

O gene esteroide 5-alfa redutase tipo 2 (SRD5A2), localizado no cromossomo
2p23.1, contém 5 exons (4519pb) e codifica a proteina SRD5A2 de 254aa (ENSEMBL).
Esse gene é expresso em altos niveis na prostata e em muitos outros tecidos sensiveis a

andrégenos como os testiculos.
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A principal funcdo da SRD5A2 é converter irreversivelmente a testosterona em
DHT e dessa forma ela desempenha papel central na diferenciacdo sexual e na fisiologia
dos androgénios (WANG et al., 2014; MENDONCA et al., 2016). A participacdo da
enzima na fisiopatologia de doencas da prostata € extremamente importante, por isso
inibidores de sua fungdo como finasterida e dutasterida séo utilizados para administrar a
HPB e potencialmente prevenir o CaP nesses pacientes (THOMPSON et al., 2013).

O SRD5A?2 é altamente polimdrfico e diversas alteracGes ja foram associadas a
mudancgas no metabolismo da testosterona, conferindo risco para CaP (LI et al., 2010;
DUSENKA et al., 2014). Um dos polimorfismos muito estudado é o rs523349 que gera
uma troca de citosina por guanina no DNA (c.256C>G), resultando em uma troca na
proteina de valina por leucina (p.Val89Leu) que parece interferir nos niveis da proteina
produzida (NCBI-dbSNP).

1.3.6 Gene XRCC1

O gene X-Ray repair cross complementing 1 (XRCC1), localizado no
cromossomo 19q13.31, apresenta 17 exons (2802pb) que codificam a proteina de
complementacéo cruzada de reparo de raios-X 1 (XRCC1) com 633aa (ENSEMBL).

A proteina XRCC1 desempenha papel crucial no reparo por excisdo de bases
(BER) e no reparo de quebras de fitas simples (SSBR), interagindo com diversas
moléculas como PARP1, PNKP e DNA polimerase p (CALDECOTT, 2019).

Dessa forma alteracdes nos niveis da proteina funcional reduz a capacidade de
reparo e em hipersensibilidade a agentes danosos ao DNA, gerando instabilidade do
genoma (HANSSEN-BAUER et al., 2012; NISSAR et al., 2014). Uma dessas
alteracdes € o SNP rs25487 que produz uma troca de adenina por guanina na posi¢do
1196 do DNA (c.1196A>G) e, consequentemente, em uma troca de glutamina por
arginina na proteina (p.GIn399Arg) (NCBI-dbSNP). Essa troca ja foi associada ao
aumento de risco de outras patologias como de cancer de pulméo, de tireoide e de
mama, mas em relacdo as patologias prostaticas ainda ha muitas controveérsias (WANG
et al., 2015; MOGHADDAM et al., 2016; NEDOOSHAN et al., 2017).

1.3.7 Gene CASC8
O CASCS8, gene de suscetibilidade ao cancer 8 (cancer susceptibility 8), esta

localizado no cromossomo 8q24.21, possui 6 exons com 1420pb e ndo codifica uma
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proteina, sendo responsavel por originar um long non-coding RNA (IncRNA)
(ENSEMBL).

As funcges sobre esse INCRNA vém sendo descobertas e elas tém se mostrado
diretamente envolvidas na tumorigénese, ja sendo demonstrado que o CASC8 esta
relacionado com a reprogramacdo da glicélise (efeito Warburg) e a proliferacdo das
células cancerigenas (HU et al., 2017)

Anteriormente, foi relatado que SNPs nesse gene tem associacdo com a
suscetibilidade de diversos tipos de cancer como o de pulméo e de estomago por alterar
o0 nivel de expressdo do IncRNA (MA et al., 2015; HU et al., 2016). Para avaliar a
relacdo de alteracGes nesse gene com as doencas prostaticas, foi selecionado o SNP
rs1447295 (n.1041+6290A>C) (NCBI-dbSNP).

2 JUSTIFICATIVA

Uma vez que a longevidade vem aumentando em nossa sociedade e
consequentemente alterando a estrutura etaria da populacédo brasileira, se faz necessaria
a mudanca do foco de pesquisa para as doengas complexas cronicos degenerativas, que
sdo tipicas da faixa etaria idosa, como a HPB e o CaP (IBGE, 2013). Alem disso, o
curso habitualmente longo das doencas, a manifestacao clinica tardia, principalmente no
CaP, e os altos indices de mortalidade e morbidade sdo desafios marcantes que
necessitam de melhor compreensdo do comportamento fisiopatologico dessas doencas.

Por estas razdes, a elucidacdo da participacdo das variacBes genéticas nessas
doencas multifatoriais é extremamente benéfica para a populacdo, visto que a analise
dos genes candidatos pode gerar biomarcadores que possam auxiliar no diagnostico
precoce, segregar grupos que possuem maior risco de desenvolvimento das patologias
possibilitando que eles tomem medidas profilaticas diferenciadas, além de poder
direcionar a melhor abordagem terapéutica e ter uma visualizacdo mais especifica do

prognostico dos individuos afetados.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar a associacdo de fatores genéticos
com o risco de desenvolvimento do cancer de prostata e da hiperplasia prostatica
benigna em amostra da populacdo do Rio de Janeiro, além de avaliar o perfil de
expressao in silico dos genes candidatos no cancer de prostata.

3.2 Objetivos Especificos

Rastrear variantes no gene candidato FMOD;

Genotipar polimorfismos nos genes candidatos: GSTP1, KLK3, RNASEL,
SRD5A2, XRCC1 e CASCS;

= Estimar os efeitos/riscos relativos dos polimorfismos sobre a HPB e o CaP;

= Analisar as possiveis relacfes entre 0 genotipo e o fenotipo através de testes do
tipo caso—controle;

= Fazer analise de predicdo das variantes encontradas no FMOD;

= Comparar o perfil de expressdo dos genes candidatos em tecido prostatico
tumoral e ndo-tumoral (in silico);

= Relacionar a expressdéo dos genes candidatos com diferentes dados
clinicos/patolégicos (in silico);

= Avaliar a expressdo dos genes candidatos em um painel com diferentes amostras

tumorais, analise PAN-Cancer (in silico).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Para o desenvolvimento do presente estudo foi utilizado material bioldgico de
284 individuos do sexo masculino residentes no estado do Rio de Janeiro. Dentre eles,
264 foram oriundos da Policlinica de Duque de Caxias (PDC) e atendidos pela equipe
de urologia liderada pelo colaborador Dr. Enrique Covarrubias Loyaza. Todos esses
individuos foram informados sobre os detalnes do estudo e concordaram
voluntariamente em participar da pesquisa mediante a assinatura prévia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (anexo A). Apoés a assinatura, eles tiveram
amostras de sangue periférico coletadas e foram questionados a respeito do histdrico
clinico e familiar (apéndice A). Esses pacientes foram coletados no periodo de setembro
de 2018 a novembro de 2019 e tiveram seus dados continuamente atualizados neste
periodo.

Além desses, foram incluidos no estudo 20 pacientes provenientes de uma
colaboracdo com o Banco Nacional de Tumores do Instituto Nacional de Cancer (BNT—
INCA). Esses pacientes foram diagnosticados com CaP por especialistas do INCA e
previamente assinaram TCLE especifico do BNT e assim cederam amostras de sangue
periférico para incluséo neste banco e para estudos subsequentes.

Vale ressaltar que este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa
da Universidade do Grande Rio (CAAE: 88510618.8.0000.5283 — anexo B) e do INCA
(CAAE: 88510618.8.3002.5274 — anexo C), e ainda que toda a pesquisa cientifica
seguiu estritamente as recomendacdes exigidas pela Resolugdo do Conselho Nacional
de Salde (CNS) n°466/2012.

4.1.1 Critério de Inclusdo e Exclusdo

Os individuos foram segregados em trés grupos: saudaveis (controle), com
hiperplasia prostatica benigna (HPB) e com cancer de prostata (CaP). Os critérios
utilizados para a formacéo do grupo controle foram idade acima de 50 anos, auséncia de
sintomas caracteristicos de doencas prostaticas e exames como toque retal e PSA sem
alteracdes. O grupo de HPB foi formado por pacientes com alteracdo nos exames de
toque retal e de ultrassonografia, apresentando peso de prostata acima de 30g. O grupo

de CaP foi constituido por pacientes com diagnéstico comprovado por exame
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anatomopatologico. Como critério de exclusdo nenhum dos individuos poderia

apresentar prostatites e nem diagndstico positivo para outras neoplasias.

4.2 Coleta de Material Bioldgico

Para a realizacdo das analises genéticas foram coletados, por profissional
especializado, 5mL de sangue periférico de cada paciente em tubo contendo EDTA
(&cido etilenodiamino tetra-acético). Em seguida, as amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Genética da Universidade do Grande Rio (LabGen Unigranrio), onde
foram processadas e armazenadas a 4°C.

4.3 Extracdo de DNA Genomico

O processo de extracdo do DNA genémico compreende varias etapas que
incluem a lise das membranas lipidicas, a purificacdo do DNA removendo as proteinas e
0 RNA, seguida pela precipitacao e reidratacdo do DNA em meio adequado para manté-
lo estavel. Todo material genético foi extraido a partir dos leucdocitos presentes no
sangue periférico utilizando o kit comercial FlexiGene DNA Kit (Qiagen, Alemanha) e

seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.

4.4 Quantificacdo do DNA Gendmico

Para avaliar a concentracdo e a pureza do DNA extraido, as amostras foram
submetidas a quantificacdo por nanoespectrofotometria através do equipamento
Denovix DS-11 (Uniscience, Brasil). A razdo Azeonm/Azsonm gerada pelo aparelho foi
utilizada para estimar a pureza do acido nucleico, na qual a absorbancia do DNA é lida
a 260nm e a de potencial contaminante de proteina a 280nm. Dessa forma, as amostras
gue se encontravam com a razdo entre 1,8 e 2,0 foram armazenadas em freezer a —20°C

no LabGen para utilizacdo nos experimentos subsequentes.

4.5 Sequenciamento Automatico

As etapas para a realizacdo do sequenciamento foram executadas no
Laboratorio de Genética Humana (LGH) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) em
colaboragdo com a plataforma de sequenciamento PDTIS (Plataforma de
Desenvolvimento Tecnol6égico em Insumos para Saude) da Fundagdo Oswaldo Cruz

(Fiocruz).
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4.5.1 Construcéo dos Primers

Os primers para o rastreamento do gene FMOD foram desenhados a fim de
amplificar as regides codificantes (exons 2 e 3), através do programa Primer3Web V.
4.1.0 (http://primer3.ut.ee/). A predi¢do da formacdo de estruturas secundarias (hairpin,
self-dimer, cross-dimer e palindromos) foi avaliada com o auxilio das seguintes
ferramentas online: OligoCalc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html),
PCR Primer Stats (http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html) e UCSC
In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr). Além desses, a ferramenta
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi usada para verificar a especificidade
dos primers com o fragmento génico em questao.

Apols as verificacbes, os primers (tabela 4.1) com melhor desempenho e
especificidade foram encaminhados a Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, EUA) para

confecgéo.
Tabela 4.1 — Desenho dos primers do gene FMOD
Gene A .
EMOD Sequéncia dos Primers Fragmento Tm
Exon 2.1 F: 5~-CCGAAGAAATGAGAGCAAGG-3 777pb 610C

R: 5>-TACAAGGCCGTGAGGTTCTC-3’

F: 5_GTGATAAGGTGGGCAGGAAG-3’
[o]
EXOn 22 R. 5 TCAGGTTGCTTCATTTGTGC-3' 681pb b2°C

Exon 3.0 F: 5-TTGGTGGTTAGGAGGTGAGC-3 489ph 629C
R: 5>-CGTGGACTTCTGTCACATGG-3’
Primers para 0 PCR e o sequenciamento do gene FMOD confeccionados pela empresa Thermo Fisher
Scientific. O exon 2 do gene foi dividido em exon 2.1 e 2.2 por conta de seu extenso tamanho. Tm:
temperatura de melting (pareamento); F: primer forward; R: primer reverse; pb: pares de base. Fonte:
elaborada pelo autor.

452 PCR

Para a amplificacdo de cada um dos exons do gene FMOD foi realizada a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) contendo: 2,5uL de tamp&o (10X), 1,5uL de
MgClz (25mM), 2,5uL de dNTPs (2mM), 0,5uL de primers forward e reverse (10mM),
0,4uL de Taq DNA Polimerase (5U/uL), 50ng de DNA molde e agua ultrapura para
completar o volume de 24pL. A ciclagem para a reagdo iniciou-se com desnaturacdo
inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos consecutivos de desnaturacdo a 94°C
por 45 segundos, pareamento a 61°C (para 0 exon 2.1) ou 62°C (para os exons 2.2 e 3.0)
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, por ultimo, extensdo

final a 72°C por 10 minutos.
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Para verificar se a amplificagéo ocorreu, os produtos da PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 1% (Thermo Fisher Scientific) preparada com tampéao
TBE 1X [Tris - Trihidroximetil aminometano 89mM (GE Healthcare, EUA), acido
borico 89mM (Merck KGaA, Alemanha), e EDTA 2mM (GE Healthcare)]. As amostras
aplicadas no gel foram preparadas utilizando 4uL. do produto de PCR, 1uL de corante
de corrida [glicerol 30% (Isofar, Brasil), azul de bromofenol 0,25% e xileno cianol
0,25% (GE Healthcare)] e 1ulL de GelRed (Biotium, Uniscience). A eletroforese entéo
foi conduzida a 70 volts por 1 hora em cuba horizontal (K33-10H, Kasvi, Brasil),
utilizando-se como tampdo de corrida TBE 1X e por fim, o gel foi visualizado pelo
sistema de fotodocumentagdo L-Pix Ex (Loccus Biotecnologia, Brasil). A fim de
confirmar o tamanho do fragmento amplificado foi utilizado como referéncia um
marcador de pares de base (Mpb) de 100pb — DNA Ladder (Invitrogen).

4.5.3 Purificagdo dos Produtos de PCR

Antes de serem utilizados na reacdo de sequenciamento, os produtos da PCR
foram submetidos a purificacdo utilizando a enzima ExoSAP-IT (Thermo Fisher
Scientific), sequindo o protocolo descrito pelo fabricante. Essa etapa tem a finalidade de

remover os residuos provenientes dos reagentes empregados na reacao de amplificacao.

4.5.4 Reacdo de Sequenciamento

Seguindo para o sequenciamento propriamente dito, o preparo da reagdo
consiste em: 50ng do material purificado; 1,0uL de primer forward ou reverse (3,2uM)
para cada exon separadamente (tabela 4.1, citada anteriormente), 1,0ul. de tampdo de
sequenciamento (5X) (Thermo Fisher Scientific), 0,5uL de kit Big Dye Terminator
V.3.1 (Thermo Fisher Scientific) e agua ultrapura para um volume final de 10 pL. As
reacOes foram realizadas em placa de 96 pocos e conduzidas ao termociclador Veriti

9902, respeitando as condi¢des de ciclagem apresentadas na tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Condigdes de ciclagem para o sequenciamento do gene FMOD

Etapa Especificacdes
Desnaturacéo inicial 96°C — 1min

Desnaturacéo 96°C — 10s

Pareamento 50°C — 15s 15X
Extenséo 60°C — 1min 15s
Desnaturacéo 96°C — 10s

Pareamento 50°C — 15s :I— 5X
Extenséo 60°C — 1min 30s
Desnaturacéo 96°C — 10s

Pareamento 50°C — 15s 5X
Extenséo 60°C — 2min

Etapas da ciclagem utilizada para o sequenciamento automatico do gene
FMOD. min: minuto; s: segundos; X: nuimero de ciclos usados. Fonte:
elaborada pelo autor.

Apols a ciclagem, o excesso de reagentes ndo incorporados na reacdo foi
removido através da precipitacdo dos produtos de sequenciamento. Para isso, foram
adicionados 80uL de isopropanol 75% e em seguida a placa foi centrifugada a 3.000
rom por 50 minutos (Heraeus Multifuge X3R, Thermo Fisher Scientific). O
sobrenadante foi descartado e a placa com as amostras precipitadas foi centrifugada em
posicao invertida a 900 rpm por 1 minuto.

Na sequéncia a placa foi levada ao termociclador Veriti 9902 por 5 minutos a
75°C para secagem. ApOs esse processo, 0 material precipitado foi ressuspenso em
10uL de formamida Hi-Di (Thermo Fisher Scientific) e, novamente, levado ao
termociclador por 5 minutos a 95°C para desnaturacdo. Logo apos, a placa com as
amostras foi centrifugada a 900 rpm por 1 minuto e inserida no sequenciador ABI Prism
3130 (Life Technologies, EUA) da Plataforma PDTIS para a leitura.

4.5.5 Andlise das Sequéncias

Os eletroferogramas gerados pelo sistema de sequenciamento (figura 4.1)
foram analisados através do programa BioEdit Sequence Alignment Editor V.7.0.9
(lonis Pharmaceuticals, EUA). Para analisar as sequéncias obtidas, elas foram alinhadas
com o fragmento correspondente a sequéncia selvagem do gene FMOD
(ENST00000354955.4) presente no banco de dados online Ensembl. Para garantir a
especificidade e a sensibilidade da técnica foi utilizado como critério repetir todas as

etapas uma vez que alteracBes genéticas fossem encontradas.
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Figura 4.1 — Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento do gene FMOD

A

230 240

T A € ¢ T C C G C A G C C A G C
B

120 130

cC c AT c T C G A C A Cc A A C
C

150 160

C G T A A T C T G G G C T T C T

N ATNATY A

Eletroferogramas representativos dos exons do gene FMOD obtidos pelo sequenciamento automatico. A:
eletroferograma do exon 2.1; B: do exon 2.2; C: do exon 3.0. Fonte: Programa BioEdit Sequence
Alignment, adaptada pelo autor.

4.6 Analise dos Polimorfismos Genéticos
A avaliacdo dos polimorfismos foi realizada através de duas metodologias

baseadas na amplificacdo do DNA por meio da PCR.

4.6.1 PCR RFLP

A PCR RFLP (restriction fragment length polymorphism) foi utilizada para
genotipar os polimorfismos nos genes GSTP1 (rs1695) e XRCC1 (rs25487). A
sequéncia dos primers para a amplificacdo de cada um dos SNPs consta na tabela 4.3 e

foram descritos por Chirila et al. (2015) e Noureddini et al. (2018), respectivamente.

Tabela 4.3 — Desenho dos primers para PCR-RFLP

Gene Sequéncia dos Primers Tamanhodo Enzimade
SNP ID Fragmento Restricao
GSTP1 F: 5>-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3’ 176pb BSMAI
51695 R:5-TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3’ (91pb/85ph)
XRCC1 F:5-CCTCAGATCACACCTAACTGGC-3’ 440pb

125487  R:S-CTAACACTTGTTCTCCCACCCC-3'  (158pb/282pb) P!

Primers para as variantes dos genes GSTP1 e XRCC1 confeccionados pela empresa Integrated DNA
Technologies. SNP ID: identificador de polimorfismo de nucleotideo Unico; F: primer forward; R: primer
reverse; pb: pares de base. Fonte: elaborada pelo autor.
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O protocolo de PCR para anélise do rs1695 (GSTP1) iniciou-se com o preparo
da reagdo contendo tampédo (10X) (Invitrogen), MgCl> (25mM) (Invitrogen), dNTPs
(2mM) (Invitrogen), primers forward e reverse do GSTP1 (10mM) (Integrated DNA
Technologies, EUA), Taq DNA Polimerase (5U/uL) (Invitrogen), 50 ng de DNA molde
e agua ultrapura para completar o volume de 25 puL. A PCR foi realizada no
termociclador Veriti 9902 (Thermo Fisher Scientific) com a seguinte ciclagem:
desnaturacédo inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos consecutivos de desnaturacdo a
94°C por 45 segundos, pareamento a 62°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 45
segundos e por ultimo, extensdo final a 72°C por 7 minutos. Para verificar se a
amplificacdo ocorreu, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%.

Apos a confirmacdo de amplificacdo, os produtos da PCR foram tratados pela
enzima de restricdo BSMAI (New England Biolabs, EUA) e incubados a 55°C por 4
horas, conforme recomendado pelo fabricante. Os produtos foram submetidos a

eletroforese em gel de agarose a 3% para obtencdo dos genotipos (figura 4.2).

Figura 4.2 — Discriminacéo dos genotipos do rs1695 (GSTP1) pela eletroforese

200pb 176pb

91pb
86pb

Mpb AG AA AA AG AA GG

A figura representa os diferentes genétipos do rs1695 A>G (GSTP1):
heterozigoto (2/5 - AG); homozigoto selvagem (3/4/6 - AA) e
homozigoto mutado (7 - GG). Mpb: marcador de pares de base
(100pb). Fonte: elaborada pelo autor.

Para a genotipagem do rs25487 (XRCC1) foram utilizados os mesmos
reagentes da reacdo do rs1695 (GSTP1). A ciclagem também foi similar diferindo
apenas na temperatura de pareamento, 63°C. Para a reacdo de RFLP, as amostras foram

incubadas a 37°C por 4h com a enzima Mspl (New England Biolabs), como
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recomendado pelo fabricante e em seguida foram submetidas a eletroforese em gel de

agarose a 2% (figura 4.3).

Figura 4.3 — Discriminacéo dos gendtipos do rs25487 (XRCCL1) pela eletroforese

—

—

600ph [
- 440pb
282pb
158pb

Mpb CN AG GG GG AA

A figura representa os diferentes gendtipos do rs25487 A>G (XRCCL1):
heterozigoto (3 - AG); homozigoto mutado (4/5 - GG) e homozigoto
selvagem (6 - AA). Mpb: marcador de pares de base (100pb); CN:
controle negativo (2); Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.2 PCR em Tempo Real

A técnica de PCR em tempo real com sondas TagMan (Thermo Fisher
Scientific) foi realizada para genotipar os polimorfismos dos genes CASC8 (rs1447295),
KLK3 (rs1058205), RNASEL (rs486907) e SRD5A2 (rs523349) (tabela 4.4). Para a
analise de todos os SNPs foram preparadas reaces contendo Genotyping Master Mix
(2X) (Thermo Fisher Scientific), sonda TaqMan (10X), 50ng de DNA molde e
complementacdo com agua ultrapura até obter o volume final de 10 puL. Apés o preparo,
a reacdo foi colocada em placa de 96 pocos (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate,
Thermo Fisher Scientific) e levada para o equipamento QuantStudio 7 Flex System
(Thermo Fisher Scientific). As condices de amplificacdo para todos os polimorfismos
foram 60°C por 30 segundos, 95°C por 10 minutos, 50 ciclos de 95°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto e 30 segundos e por fim, 60°C por 30 segundos. Além disso, para
garantir que ndo ha nenhuma contaminacdo, em toda reacao realizada foi incluido um

controle negativo.
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Tabela 4.4 — Desenho das sondas TagMan

Gene SNP ID Sonda TagMan [VIC/FAM]

AGTGCCATTGGGGAGGTATGTAAAAJA/CIGTGCTATGGA
CASC8  1s1447295 )\ A AAAAGCAACAGGA
CCAACCCCTGAGCACCCCTATCAACIC/TICCCTATTGTAG
KLK3 s1058205  raaACTTGGAACCT
CTTAAATATAGATGACAGGACATTT[C/TIGGGCAAATTC
RNASEL  rs486907  ArcTreCcTCATTTTC
AAACGCTACCTGTGGAAGTAATGTA[C/G]GCAGAAGAG
SRDSA2 15523349 5CCCAGAAGTACCGTC
Sondas TagMan para a realizago do PCR em tempo real para cada uma das variantes. Sondas desenhadas
pela empresa Thermo Fisher Scientific. SNP ID: identificador de polimorfismo de nucleotideo Unico;
VIC/FAM: fluorescéncias usadas para diferenciar os alelos. Fonte: elaborada pelo autor.

Os resultados da PCR em tempo real foram analisados no QuantStudio Real
Time PCR Software (Thermo Fisher Scientific) através de graficos de discriminacao
genotipica gerados pelo programa (figura 4.4) e que serviram como base para as

analises.

Figura 4.4 — Gréficos multicomponentes da discriminacéo genotipica
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Gréficos representativos da discriminacdo dos gen6tipos do rs523349 (SRD5A2). A: homozigoto
selvagem; B: heterozigoto; C: homozigoto mutado. Curva verde: fluorescéncia do VIC; Curva
azul: fluorescéncia do FAM; Linha vermelha: fluorescéncia da ROX. Fonte: QuantStudio Real
Time PCR Software; adaptada pelo autor.
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Figura 4.4 — Graficos multicomponentes da discriminagéo genotipica (continuagéo)
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Graficos representativos da discriminacdo dos genotipos do rs523349 (SRD5A2). A: homozigoto
selvagem; B: heterozigoto; C: homozigoto mutado. Curva verde: fluorescéncia do VIC; Curva
azul: fluorescéncia do FAM; Linha vermelha: fluorescéncia da ROX. Fonte: QuantStudio Real
Time PCR Software; adaptada pelo autor.

4.7 Analise in Silico

4.7.1 Andlise de Predicéo

As ferramentas de predicéo in silico sdo frequentemente utilizadas para prever
se mudancas no nucleotideo de um gene geraram alteracdes na estrutura ou na fungéo de
uma proteina, dessa forma as analises séo feitas avaliando duas categorias principais: 0
impacto de uma variante missense e o0 impacto de uma variante no splicing (LI M et al.,
2017). Apos a interpretacdo, a variante pode ser basicamente classificada em benigna,
na qual ndo interfere na funcionalidade da proteina, ou patogénica, em que ha potencial
prejuizo na proteina final.

Para a andlise do impacto de variantes missense sobre uma proteina séo
avaliados diversos critérios como: a conservacdo evolutiva do aminoacido ou
nucleotideo, a localizacdo e o contexto dentro da sequéncia proteica, e a consequéncia
bioquimica da substituicdo de aminoacidos considerando propriedades fisico-quimicas
especificas (THUSBERG; OLATUBOSUN; VIHINEN, 2011). Todos esses parametros
sdo explorados por diferentes algoritmos de predicdo, e 0s que sdo comumente
utilizados sdo o PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), o SIFT
(https://sift.bii.a-star.edu.sg/) e o Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/)
(ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV, 2013; SCHWARZ et al., 2010; SIM et al.,

2012). O PolyPhen-2 classifica a alteracdo como patogénica quando o resultado das
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andlises apresenta score proximo de um e benigna, quando é proximo de zero. O SIFT
classifica como patogénica a alteragdo com score menor que 0,05 ou como benigna, se o
score for maior que 0,05. J& o Mutation Taster utiliza uma matriz de substitui¢do de
aminoacidos para criar pontuaces de acordo com o grau de diferenca entre o
aminodcido original e o novo, variando de 0 a 215, sendo mais préximo de 215 usado
para classificar uma alteragdo como patogénica.

O impacto das variantes no splicing tem uma consideravel participagdo na
etiologia de doencas genéticas, visto que o reconhecimento correto dos sitios de splicing
sdo fundamentais para a formacdo do RNA, na qual os introns séo excisados e 0s exons
sdo conectados. Para analisar esse impacto existem diversos algoritmos de predicéo
disponiveis (JIAN; BOERWINKLE; LIU, 2014), mas para este trabalho foi escolhida a
ferramenta eletronica Human Splicing Finder que reconhece sitios de splicing em
qualquer sequéncia humana e € a mais utilizada pelos trabalhos na literatura
(http://www.umd.be/HSF3/HSF.shtml — DESMET et al., 2009).

4.7.2 Amostra TCGA

A amostra utilizada para a avaliagdo in silico de expressdao dos genes
candidatos foi obtida do banco de dados publico The Cancer Genome Atlas — TCGA
(https://portal.gdc.cancer.gov/ — WANG; JENSEN; ZENKLUSEN, 2016). Dele foram
extraidos dados de transcriptoma (RNAseq V2) de amostras teciduais tumorais e nao-
tumorais de prostata. As amostras foram divididas em duas coortes, uma chamada de
Training Set (TS) que contém 51 amostras pareadas (dados de expressdo
correspondentes a tecido prostatico tumoral e ndo-tumoral de um mesmo individuo) e
outra chamada de Validation Set (VS) com 445 amostras tumorais (composta somente
por dados de tecido prostatico tumoral). A divisdo das coortes foi realizada com o
intuito de avaliar a diferenca de expressdo génica entre 0s grupos comparando amostras
pareadas (TS) e, posteriormente, validando os resultados em uma coorte maior (VS).

Além dessas amostras foram selecionados dados de PAN-Cancer, que contém
transcriptoma de diversos tecidos tumorais e ndo tumorais, totalizando 8609 e 738
amostras, respectivamente (descritas mais detalhadamente no apéndice B). Essa analise
é feita a fim de avaliar a expressdo dos genes candidatos em outros tecidos tumorais,
verificando se ha diferencas de expressdo entre eles. Os dados utilizados do PAN-
Cancer foram obtidos através do banco de dados publico UALCAN
(http://ualcan.path.uab.edu/index.html — CHANDRASHEKAR et al., 2017), que foi
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elaborado para auxiliar na analise de dados clinicos, patologicos e de transcriptoma do
TCGA.

4.7.3 Analise de Expressao e Dados Clinicos/Patologicos

Com a finalidade de avaliar a correlacéo entre o perfil de expressdo dos genes
candidatos e os dados clinicos/patoldgicos foram utilizadas as amostras tumorais totais
de CaP provenientes do TCGA, englobando as tumorais pareadas e as ndo pareadas. Os
dados selecionados para a correlacdo foram PSA total, score de Gleason e subtipo
molecular dos tumores de préstata.

A avaliagdo do PSA e do score de Gleason foi realizada diretamente dos dados
do TCGA, proporcionando as informacGes necessarias para que fosse possivel criar
gréficos do tipo scatter plot através do programa GraphPad Prism 8. Enquanto o subtipo
molecular foi avaliado atraves da ferramenta UALCAN.

4.8 Analise Estatistica

A primeira analise realizada foi a verificacdo da normalidade da distribuicéo
das varidveis quantitativas (idade, IMC, PSA, peso da prostata, perfil de expresséo)
através do teste de Kolmogorov-Smirnov. No caso de distribuicdo normal, as variaveis
foram analisadas com média e desvio padrao atraves de testes paramétricos como teste t
de Student ou Analise de variancias (ANOVA). Quando a distribuicdo ndo é normal, as
variaveis quantitativas foram analisadas com medianas e quartis através de testes ndo
paramétricos como o Mann-Whitney, Wilcoxon (para amostras pareadas) ou Kruskal-
Wallis.

No caso das variaveis qualitativas (cor/raca, obesidade, 1-PSS, niveis de PSA,
score de Gleason) foi feita analise comparativa usando o teste do qui—quadrado (X?).
Sendo ainda avaliada as distribuicbes genotipicas e alélicas dos diferentes
polimorfismos analisados e o equilibrio genético de Hardy-Weinberg, que corresponde
ao modelo tedrico capaz de avaliar se a populacdo estd sob influéncia de fatores
evolutivos. Além disso, foi utilizado o célculo do odds ratio (OR) com intervalo de
confianca de 95% (IC 95%) para avaliar a estimativa do risco relativo dos genétipos em
relacdo a patologia.

Nas analises in silico, o perfil de expressdo apresentou distribuicdo ndo normal,
sendo utilizado o teste estatistico de Wilcoxon para avaliar as diferencas dentro da

coorte TS e o teste de Mann-Whitney para analise da coorte VS. Para indicar a
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significancia estatistica da correlacdo entre a expressdo e os dados clinicos de PSA e
score de Gleason foi usado o teste de Kruskall-Wallis e na analise do subtipo molecular
foi usado o teste t de Student.

Todas as inferéncias estatisticas foram realizadas ao nivel de significancia de
5%. Os programas computacionais utilizados para essas analises foram Microsoft Excel,
GraphPad Prism 8 e IBM SPSS V.22.

4.8.1 Regressdo Logistica Multivariada

Atraveés do estudo de regresséao logistica foram feitas as analises dos efeitos dos
polimorfismos sobre os grupos de pacientes (CaP e HPB). A selecdo do melhor modelo
inclui apenas os polimorfismos que possuem efeitos significativos sobre a patologia, o
método utilizado neste caso foi o Forward Wald usando o programa IBM SPSS V.22.

Todas as variaveis da regressdo foram ajustadas pela idade.
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise Descritiva dos Grupos

O grupo amostral foi composto por 285 individuos, sendo 100 do grupo
controle, 135 do grupo com HPB e 49 do grupo com CaP.

A primeira andlise realizada foi o teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov para as variaveis quantitativas e todas apresentaram distribuicdo ndo normal,
sendo mostradas por meio das medianas e dos 1° e 3° quartis. Dessa forma, o teste de
Kruskall-Wallis foi usado para calcular a diferenca estatistica entre os grupos amostrais.
Nesta analise, vimos que 0s grupos apresentam diferencas estatisticas significativas em
relacdo a idade, PSA e peso da prostata, sendo todas essas varidveis maiores no grupo
CaP, com excecdo do peso da préstata que é maior no grupo HPB (tabela 5.1). Vale
descartar que o IMC ndo diferiu significativamente entre os grupos (p=0,62),
apresentando medianas de sobrepeso (IMC entre 25,0 e 29,9 kg/m?) para todos 0s
grupos.

Tabela 5.1 — Comparacéo das variaveis quantitativas em relacdo aos grupos amostrais

Qagtiﬁ‘;fiijas N  Controle N HPB N CaP 0
Idade (anos) 100 (576?566) 135 (62875) 49 (6 47;277) 0,00
IMC (kg/m?) 93 (23,82:;,2%,85) 123 (23,22;1278,72) 29 (24,22;8259,39) 0,62
PSAwtal (ng/mL) 45 (0,5%;917,77) 100 (1,028';54?,84) 40 (5,711?’;);,75) 0,00
PSAiwe (ng/mL) 42 (0,13';35,49) %0 (o,2%;5§,92) 21 (0,7%9’;027,38) 0,00
ﬁ?faiti?a* @ (23,53;'532,00) " (35,;15;'%3,50) 22 (27,35;’5531,75) 0,00

Os valores indicam a mediana (1° quartil; 3° quartil). p é o valor de significancia das diferencas entre os grupos,
avaliado através do teste de Kruskall-Wallis. N: nimero de individuos; IMC: indice de massa corporal; PSA:
antigeno especifico da prdstata. *Peso da prostata foi avaliado por ultrassonografia transretal.

Além dessas, também foram avaliadas diversas variaveis clinicas de carater
qualitativo, em que a avaliacdo através do I-PSS e dos niveis de PSA se mostraram com
diferencas significativas entre 0s grupos e a distribuicdo da cor/raga apresentou uma
tendéncia de associacdo entre as amostras (tabela 5.2). Novamente, a classificacdo do

IMC ndo mostrou diferenca entre os grupos, enfatizando que a obesidade ndo se
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apresentou como um fator de risco para as patologias prostaticas nessa populacéo.
Todas essas comparagOes foram realizadas através do teste do qui-quadrado.

Tabela 5.2 — Comparacao das variaveis qualitativas em relacdo aos grupos amostrais

Variaveis Controle HPB CaP
Qualitativas 100 (%) 135 (%) 49 (%)
Cor/Raga (IBGE)
Branca 42 (42) 41 (32) 19 (39)
Parda 22 (22) 45 (34) 20 (41) 0,05
Preta 36 (36) 45 (34) 10 (20)
Total 100 131 49
Classificacao IMC
Eutrofico 33 (35) 44 (36) 8 (28)
Sobrepeso 45 (48) 58 (47) 14 (48) 0,85
Obeso 15 (16) 21 (17) 7 (24)
Total 93 123 29
I-PSS
Leve 86 (87) 59 (44) 11 (38)
Moderado 10 (10) 31 (23) 5(17) 0,00
Grave 3(3) 43 (32) 13 (45)
Total 99 133 29
Niveis de PSA
Abaixo de 4 ng/mL 43 (96) 73 (72) 5(13)
Entre 4 e 10 ng/mL 2 (4) 22 (22) 11(28) 0,00
Acima de 10 ng/mL 0(0) 6 (6) 24 (60)
Total 45 101 40

Os valores mostram a distribuicéo de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia
das diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. Os niveis de
PSA (antigeno especifico da prostata) foram divididos em: PSA abaixo de 4 ng/mL (baixo
risco de CaP), entre 4 e 10 ng/mL (1 a cada 4 corre risco de CaP) e acima de 10 ng/mL
(50% de risco de CaP). O I-PSS (Score Internacional de Sintomas Prostéticos) foi dividido
de acordo com o quadro sintomatico do paciente.

5.2 Anélise das Variantes Encontradas no Gene FMOD
Através do sequenciamento dos exons e das regides de limite exon-intron do
gene FMOD foram evidenciadas seis variantes: 3 missense, 2 sindbnimas e 1 intronica.

As variantes estdo listadas na tabela 5.3 destacando suas principais caracteristicas.
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Tabela 5.3 — Variantes evidenciadas na anélise molecular do gene FMOD

— ; 5 —
Alteracio na Sequéncia Localizacdo Tipode  N°de Individuos com a

no Gene  Alteragéo Alteracao

SNP ID c.DNA Proteina CTL HPB CaP
rs139299015 ¢.70C>G Pro24Ala exon 2 missense 1 0 0
rs115908597 c.125A>C Tyrd2Ser exon 2 missense 0 2 1
rs145901742 ¢.1059C>T  Asn353Lys exon 3 missense 0 0 1
rs7543148 c.237G>A  GIlu79Glu exon 2 sindnima 52 60 35
rs77856193 €.759C>T  His253His exon 2 sinbnima 1 0 2
rs1891180 €.980-114A>G - intron 2-3  intr6nica 41 58 30

Representacdo das variantes encontradas através do sequenciamento automatico do gene FMOD, com suas caracteristicas
de troca de base nitrogenada e/ou aminoécido, além do ndmero de individuos encontrados com a alteragdo em cada um
dos grupos amostrais. c.DNA: referéncia para acido desoxirribonucleico complementar.

5.2.1 Anélise das Variantes Missense do FMOD
A andlise de predicido foi realizada para as variantes missense, através dos
programas Polyphen-2, SIFT e Mutation Taster, sendo identificadas duas alteragdes

patogénicas rs115908597 e rs145901742, e uma benigna, rs139299015 (tabela 5.4).

Todas essas alteracfes sdo descritas abaixo.

Tabela 5.4 — Andlise de predicao das variantes missense evidenciadas no FMOD

SNP ID Pcr'(?tl:iﬁa Polyphen-2 SIFT Mutation Taster
rs139299015 ;r?)gg;(lga Benigna Benigna Benigna
rs115908597 C_é/fj?;? Patogénica  Patogénica Patogénica
rs145901742 ,CAslr?:?: :f I_>y-l; Patogénica  Patogénica Patogénica

Classificacdo dada por cada uma das ferramentas de predicdo utilizadas. c.DNA: referéncia para

acido desoxirribonucleico complementar.
5.2.1.1 rs139299015

A variante missense rs139299015 do exon 2 produz uma troca de C>G na

posicdo 70 do DNA, como ilustrado no eletroferograma da figura 5.1, e essa troca
resulta na alteracdo do aminoacido prolina na posicdo 24 para alanina (Pro24Ala). A
alteracdo foi encontrada em apenas um individuo controle de 57 anos e através das
andlises de predicdo ela foi considerada benigna pelos trés programas utilizados,

provavelmente ndo tendo impacto funcional sobre a proteina.
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Figura 5.1 — Eletroferogramas da alterac¢éao rs139299015 do FMOD

A B
AT G Ac[cle T carT ATGACCTCAT

Ll JAL A o AL :
Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento automatico do exon 2 do gene
FMOD, apresentando a troca de base nitrogenada do rs139299015 (c.70C>G). A:
sequéncia selvagem; B: sequéncia mutada em heterozigose. Fonte: Programa
BioEdit Sequence Alignment, adaptada pelo autor.

5.2.1.2 rs115908597

A variante missense rs115908597 (c.125A>C) do exon 2 (figura 5.2) resulta na
troca do aminodcido tirosina na posi¢do 42 da proteina por serina (Tyr42Ser). Ela foi
observada em 3 individuos, sendo dois do grupo HPB com idade de 72 e 74 anos € um
individuo do grupo CaP de 75 anos, ndo sendo encontrada em nenhum individuo com as
patologias prostaticas. Além disso, a analise de predicdo indicou que ela altera a

funcionalidade da proteina, classificando-a como patogénica.

Figura 5.2 — Eletroferogramas da alteracéo rs115908597 do FMOD

B
TCCCTTGACCTCCCTTGACC

nooNon \ - 'h'ﬁ [ n
N\ S AT ! Lo
| VO

\ .

Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento automatico do exon 2 do gene FMOD,
apresentando a troca de base nitrogenada do rs115908597 (c.125A>C). A: sequéncia
selvagem; B: sequéncia mutada em heterozigose. Fonte: Programa BioEdit Sequence
Alignment, adaptada pelo autor.

5.2.1.3 rs145901742

A variante missense rs145901742 (c.1059C>T) do exon 3 (figura 5.3) resulta
na troca do aminodacido asparagina por lisina (Asn353Lys). Essa alteracdo foi observada
em um individuo com CaP de 64 anos, estando ausente nos individuos saudaveis
analisados. Além do mais, avaliando os programas de predicéo, todos classificagdo a

alteracdo como patogénica, possuindo potencial efeito na proteina final.
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Figura 5.3 — Eletroferogramas da alteracéo rs145901742 do FMOD

A B
GGGAAGAGAT G GG AAGAGAT

oA f\ / ﬁ\l |
“f \ \\ /\f/ A | | 'ﬂn
|V /\ f \/\a } %.

Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento automatico do exon 3 do gene FMOD,
apresentando a troca de base nitrogenada do rs145901742 (c.1059C>T). A: sequéncia
selvagem; B: sequéncia mutada em heterozigose. Fonte: Programa BioEdit Sequence
Alignment, adaptada pelo autor.

5.2.2 Andlise das Variantes Sindbnimas do FMOD

5.2.2.1rs7543148
A variante sinbnima rs7543148 (c.237G>A) foi encontrada tanto em

heterozigose quanto em homozigose (figura 5.4) nos grupos amostrais, possuindo
comportamento polimérfico. Ela foi observada em 52 individuos controles (possuindo
frequéncia de 78,79% do grupo controle analisado), 60 individuos com HPB (85,71%) e
35 com CaP (79,55%). A analise de predi¢do dessa variante através do Mutation Taster

e do Human Splicing Finder indicou que ela ndo apresenta patogenicidade e nem esta

em sitio de splicing.
Figura 5.4 — Eletroferogramas da alteracéo rs7543148 do FMOD

A B
CAGGATGCGACAGGATGCGA

Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento automatico do exon 2 do gene
FMOD, apresentando a troca de base nitrogenada do rs7543148 (c.237G>A). A:
sequéncia selvagem; B: sequéncia mutada em heterozigose; C: sequéncia mutada
em homozigose. Fonte: Programa BioEdit Sequence Alignment, adaptada pelo autor.
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No teste de equilibrio de Hardy-Weinberg foi observado que 0s grupos
controle e CaP se apresentaram em desequilibrio (p<0,05) para esse polimorfismo,
enquanto o HPB estava em equilibrio (p>0,05). Ndo foram encontradas associa¢des
significativas entre os genotipos e os alelos desse polimorfismo com as patologias

prostaticas analisadas (tabela 5.5).

Tabela 5.5 — Distribuicao genotipica e alélica do rs7543148 (FMOD) entre os grupos

SNP ID Genotipo HPB Controle Total p’
GG 10 14 24
GA 33 23 56
AA 27 29 56 0.29
Total 70 66 136
p (H-W) 0,99 0,03
Alelos HPB Controle Total p”’
G 53 51 104
A 87 81 168 0,90
Total 140 132 272
Genotipo  CaP Controle Total p’
GG 9 14 23
GA 14 23 37
AA 21 29 50 0,92
Total 44 66 110
rf;i;‘ng“f o (HW) 004 0,03
Alelos CaP Controle Total p”’
G 32 51 83
A 56 81 137 0,73
Total 88 132 220
Genotipo  CaP HPB Total p’
GG 9 10 19
GA 14 33 47
AA 21 27 48 0%
Total 44 70 114
p (H-W) 0,04 0,99
Alelos CaP HPB Total p”’
G 32 53 85
A 56 87 143 0,82
Total 88 140 228

p é o valor de significancia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor
de significancia na comparacéo da distribuigdo genotipica entre os grupos. p” é o valor de
significdncia na comparagdo alélica entre os grupos. Todas as comparagdes foram
realizadas através do teste do qui-quadrado.
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5.2.2.2 rs77856193

A outra variante sindnima foi o0 rs77856193, ¢.759C>T (figura 5.5) presente no
exon 2. Ela foi encontrada em trés individuos, dois com CaP de 74 anos e 57 anos e um
individuo controle de 67 anos. A andlise de predicdo determinou que essa alteracdo nao
tem impacto na fungdo da proteina, mas que pode estar em um sitio relevante para o

splicing de acordo com a ferramenta Human Splicing Finder.

Figura 5.5 — Eletroferogramas da alteracéo rs77856193 do FMOD

A B
GAGCACAACAAGAGCAAACAA

Eletroferogramas gerados pelo sequenuamento automatico do exon 2 do gene
FMOD, apresentando a troca de base nitrogenada do rs77856193 (c.759C>T). A:
sequéncia selvagem; B: sequéncia mutada em heterozigose. Fonte: Programa
BioEdit Sequence Alignment, adaptada pelo autor.

5.2.3 Andlise da Variante Intronica do FMOD

A Unica variante intrénica encontrada foi a rs1891180, ¢.980-114A>G (figura
5.6), que estd presente entre 0s exons 2 e 3. Na nossa casuistica, essa alteracdo foi
observada em 41 individuos controles (55,41%), 58 com HPB (69,05%) e 30 com CaP

(62,50%). A analise de predicdo classificou essa variante como benigna e sem impacto

no splicing.

Figura 5.6 — Eletroferogramas da alteracéo rs1891180 do FMOD

A B
CCTCCTCCCC CCTCCTCCCC

Eletroferogramas gerados pelo sequenciamento automatico do exon 3 do gene FMOD,
apresentando a troca de base nitrogenada do rs1891180 (c.980-114A>G). A:
sequéncia selvagem; B: sequéncia mutada em heterozigose; C: sequéncia mutada em
homozigose. Fonte: Programa BioEdit Sequence Alignment, adaptada pelo autor.
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Por se tratar de uma variante polimorfica foi testado o equilibrio de Hardy-
Weinberg, e s6 os grupos HPB e CaP apresentaram equilibrio. Além disso, nas
distribuic6es genotipicas e alélicas ndo foram encontradas diferencas significativas entre

0S grupos amostrais (tabela 5.6).

Tabela 5.6 — Distribuicéo genotipica e alélica do rs1891180 (FMOD) entre os grupos

SNP ID Genotipo HPB Controle Total p’
AA 26 33 59
AG 38 21 59
GG 20 20 0 097
Total 84 74 158
p (H-W) 0,41 0,00
Alelos HPB Controle Total p”’
A 90 87 177
G 78 61 139 0,35
Total 168 148 316
Genoétipo  CaP Controle Total p’
AA 18 33 51
AG 22 21 43
GG 8 20 g 012
Total 48 74 122
r(séﬁ/%g)o o (HW) 0,08 0,00
Alelos CaP Controle Total p”’
A 58 87 145
G 38 61 99 0,80
Total 96 148 244
Genotipo  CaP HPB Total p’
AA 18 26 44
AG 22 38 60
GG 8 20 28 0,57
Total 48 84 132
p (H-W) 0,08 0,41
Alelos CaP HPB Total p”’
A 58 90 148
G 38 78 116 0,28
Total 96 168 264

p é o valor de significancia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor
de significancia na comparacéo da distribuigdo genotipica entre os grupos. p” é o valor de
significancia na comparagdo alélica entre os grupos. Todas as comparacdes foram
realizadas através do teste do qui-quadrado.
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5.3 Analise dos Polimorfismos dos Genes Candidatos

5.3.1 GSTP1 (rs1695)

No teste de equilibrio genético de Hardy-Weinberg foi observado que o0s
grupos HPB e controle se ajustaram ao modelo de equilibrio (p>0,05), ao passo que o
grupo CaP se apresentou com desvio significativo (p<0,05) para o polimorfismo rs1695
(A>G).

Na analise de distribuicdo genotipica foi encontrada associacdo significativa
entre os grupos CaP e controle e entre os grupos CaP e HPB. Além disso, analisando os
alelos, os portadores do alelo mutante G apresentam quase duas vezes mais risco de
desenvolver CaP em comparagdo a HPB (OR = 1,80; IC 95% = 1,1 — 2,94) (tabela 5.7).

Todas essas analises foram realizadas através do teste do qui-quadrado.

Tabela 5.7 — Distribuicéo genotipica e alélica do rs1695 (GSTP1) entre 0s grupos
SNP ID Genétipo HPB Controle Total p’

AA 77 47 124

AG 45 39 84

GG 11 11 22 0.35
Total 133 97 230

p (H-wW) 0,50 0,80
Alelos HPB Controle Total p”

A 199 133 332
G 67 61 128 0,14
Total 266 194 460
rs1695
(GSTP1) Genétipo CaP Controle Total p’
AA 14 47 61
AG 33 39 712
GG 2 11 13 0.00
Total 49 97 146

p(H-W) 0,01 0,80
Alelos CaP Controle Total p”’

A 61 133 194
G 37 61 98 0,28
Total 98 194 292

p é o valor de significancia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W).
p’ é o valor de significancia na comparacéo da distribuicdo genotipica entre
0s grupos. p” € o valor de significancia na comparagdo alélica entre 0s
grupos. Todas as comparacOes foram realizadas através do teste do qui-
quadrado.
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Tabela 5.7 — Distribuicéo genotipica e alélica do rs1695 (GSTP1) entre 0s grupos
(continuacéao)
SNP ID Genotipo CaP HPB Total p’

AA 14 77 91

AG 33 45 78
GG 2 11 13 0.00

Total 49 133 182

(E;S§$?>51) p(HW) 001 050

Alelos CaP HPB Total p”’

A 61 199 280
G 37 67 104 0,01

Total 98 266 364

p é o valor de significancia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W).
p’ € o valor de significancia na comparacédo da distribuicdo genotipica entre
0S grupos. p” é o valor de significancia na comparagdo alélica entre os
grupos. Todas as comparacOes foram realizadas através do teste do qui-
quadrado.

Ap0s a particdo do qui-quadrado foi encontrada uma associacdo significativa
no modelo mutante dominante (AA versus AG+GG) entre os grupos CaP e controle,
mostrando que 0 gendtipo conjunto AG+GG apresenta mais de duas vezes mais risco de
desenvolver o CaP (OR = 2,30; IC 95% = 1,12 — 4,73). Observacao similar foi encontrada
quando comparado os grupos CaP e HPB (OR = 3,36; IC 95% = 1,68 — 6,71) (tabela 5.8).

Tabela 5.8 — Andlise de risco entre os grupos amostrais (Modelo Mutante Dominante)

SNP ID Gendtipo CaP Controle Total p OR IC 95%

AA 14 47 61 Referéncia
AG+GG 35 50 85 0,02 230 1,12 4,73
Total 49 97 146
rs1695 — OR IC 950
(GSTP1) Genotipo  CaP HPB Total p 0
AA 14 77 91 Referéncia
AG+GG 35 56 91 0,00 3,36 1,68 6,71
Total 49 133 182

p € o valor de significAncia na comparacdo da distribui¢do genotipica entre os grupos do modelo
mutante dominante. As comparacgdes foram realizadas através do teste do qui-quadrado. OR: oddis
rattio; 1C 95%: intervalo de confian¢a de 95%.

O teste de Kruskall-Wallis foi utilizado para estudar os possiveis efeitos do
polimorfismo sobre as variaveis quantitativas em cada um dos grupos (controle, HPB e
CaP). Os resultados dessa analise ndo apresentaram associa¢oes significativas (apéndice
C). A comparacdo das variaveis qualitativas com os genotipos foi avaliada pelo teste do

qui-quadrado e apenas o nivel de PSA dos individuos com CaP apresentou diferenca
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significativa entre os diferentes niveis e genotipos, p=0,01 (tabela 5.9). As outras

variaveis qualitativas constam no apéndice D.

Tabela 5.9 — Comparacao das variaveis qualitativas em relacdo ao rs1695 (GSTP1)

SNP ID Niveis de PSA - HPB
Gendtipo <4 (%) 4-10 (%) >10 (%) Total p
AA 39 (53) 8 (38) 4 (67) 51
AG 26 (36) 11 (52) 2 (33) 39 056
GG 8 (11) 2 (10) 0 (0) 10 ’
Total 73 21 6 100

rs1695

(GSTPI) Niveis de PSA — CaP
Genotipo <4 (%) 4-10(%) >10 (%) Total p
AA 4 (80) 2 (18) 6 (25) 12
AG 1 (20) 7 (64) 18 (75) 26 0.01
GG 0 (0) 2 (18) 0 (0) 2 ’
Total 5 11 24 40

Os valores mostram a distribuicdo de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. Os niveis de PSA
(antigeno especifico da prostata) foram divididos em: PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10
ng/mL e acima de 10 ng/mL.

5.3.2 KLK3 (rs1058205)

Avaliando o equilibrio de Hardy-Weinberg, todos os grupos amostrais se
apresentaram em equilibrio para o polimorfismo rs1058205 (C>T).

Na analise de distribuicdo genotipica e alélica ndo foram encontradas
associagdes significativas entre os grupos (tabela 5.10). Ademais, nenhuma diferenca
estatistica foi encontrada nas comparacfes entre 0s genétipos e as variaveis

quantitativas (apéndice E) e qualitativas (apéndice F).
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Tabela 5.10 — Distribuicdo genotipica e alélica do rs1058205 (KLK3) entre 0s grupos

SNP ID Genotipo HPB Controle Total p’
CC 13 7 20
CT 47 32 79
T 73 59 132 0
Total 133 98 231
p (H-W) 0,43 0,67
Alelos HPB Controle Total p”’
C 73 46 119
T 193 150 343 0,33
Total 266 196 462
Genotipo CaP Controle Total p’
CC 6 7 13
CT 16 32 48
T 27 59 g 07
Total 49 98 147
rS%ESLBéE’)lS o (HW) 0,37 0,67
Alelos CaP Controle Total p”’
C 28 46 74
T 70 150 220 0,34
Total 98 196 294
Genotipo CaP HPB Total p’
CC 6 13 19
CT 16 47 63
TT 27 73 100 0.87
Total 49 133 182
p (H-W) 0,37 0,43
Alelos CaP HPB Total p”’
C 28 73 101
T 70 193 263 0,83
Total 98 266 364

p € o valor de significAncia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor
de significancia na comparacdo da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” é o valor de
significdncia na comparacdo alélica entre os grupos. Todas as comparagbes foram
realizadas através do teste do qui-quadrado.

5.3.3 RNASEL (rs486907)

No teste de equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado que todos os grupos se
apresentaram em equilibrio para o0 SNP rs486907 (G>A). E na andlise das distribuicdes
das frequéncias genotipicas e alélicas ndo foram observadas associacfes estatisticas

entre 0s grupos amostrais (tabela 5.11).
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Tabela 5.11 — Distribuicd@o genotipica e alélica do rs486907 (RNASEL) entre 0s grupos

SNP ID Genotipo HPB Controle Total p’
GG 77 58 135
GA 47 36 83
AA 9 4 13 0,68
Total 133 98 231
p (H-W) 0,88 0,86
Alelos HPB Controle Total p”’
G 201 152 353
A 65 44 109 0,62
Total 266 196 462
Genotipo CaP Controle Total p’
GG 32 58 90
GA 13 36 49
AA 4 4 8 0,33
Total 49 98 147
(FZSN“iggEOZ) o (HW) 033 0,86
Alelos CaP Controle Total p”’
G 77 152 229
A 21 44 65 0,84
Total 98 196 294
Genotipo CaP HPB Total p’
GG 32 77 109
GA 13 47 60
AA 4 9 13 0,53
Total 49 133 182
p (H-W) 0,33 0,88
Alelos CaP HPB Total p”’
G 77 201 278
A 21 65 86 0,55
Total 98 266 364

p € o valor de significancia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor
de significancia na comparacdo da distribuicdo genotipica entre os grupos. p” é o valor de
significdncia na comparacdo alélica entre os grupos. Todas as comparagbes foram
realizadas através do teste do qui-quadrado.

Na analise dos niveis de PSA para o grupo de CaP foi verificada uma tendéncia
de associacdo entre os diferentes grupos (p=0,05) (tabela 5.12). As outras analises
realizadas com as variaveis quantitativas e qualitativas encontram-se no apéndice G e H,
respectivamente, visto que nao foram encontradas associacdes com 0s grupos e nem

com 0s gendtipos.
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Tabela 5.12 — Comparacao das variaveis qualitativas em relacéo ao rs486907 (RNASEL)

SNP ID Niveis de PSA - HPB

Gendtipo <4 (%) 4-10 (%) >10 (%) Total p
GG 43 (59) 11 (52) 3 (50) 57
GA 24 (33) 7 (33) 3 (50) 34 0.75
AA 6 (8) 3(14) 0 (0) 9 ’
Total 73 21 6 100

(;SSSA?SZ) | Niveis de PSA — CaP
Gendtipo <4 (%) 4-10 (%) >10 (%) Total p
GG 1 (20) 9 (82) 15 (63) 25
GA 4 (80) 1(9) 6 (25) 11 0.05
AA 0 (0) 1(9) 3(13) 4 ’
Total 5 11 24 40

Os valores mostram a distribuicdo de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. Os niveis de PSA
(antigeno especifico da prostata) foram divididos em: PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10
ng/mL e acima de 10 ng/mL.

5.3.4 SRD5A2 (rs523349)

Todos os grupos amostrais se ajustaram ao modelo de equilibrio genético de
Hardy-Weinberg para o polimorfismo rs523349 (C>G).

Na analise de distribuicdo genotipica e alélica ndo foram encontradas
associagdes significativas (tabela 5.13). Além disso, nenhuma associagédo foi observada

nas analises das variaveis quantitativas (apéndice I) e qualitativas (apéndice J).

Tabela 5.13 — Distribuicédo genotipica e alélica do rs523349 (SRD5A2) entre 0s grupos

SNP ID Genotipo HPB Controle Total p’
CC 61 40 101
CG 52 47 99
GG 20 10 30 0,30
Total 133 97 230
éﬁéff% 0 (HW) 037 0,78
Alelos HPB Controle Total p”’
C 174 127 301
G 92 67 159 0,96
Total 266 194 460

p € o valor de significncia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor
de significancia na comparacdo da distribuicdo genotipica entre 0s grupos. p” é o valor de
significadncia na comparacdo alélica entre os grupos. Todas as comparagbes foram
realizadas através do teste do qui-quadrado.
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Tabela 5.13 — Distribuic&o alélica e genotipica do rs523349 (SRD5A2) entre 0s grupos
(continuacéao)

SNP ID Genotipo CaP Controle Total p’
CC 25 40 65
CG 22 47 69
GG 2 10 03t
Total 49 97 146
p (H-W) 0,57 0,78
Alelos CaP Controle Total p”’
C 72 127 199
G 26 67 93 0,16
Total 98 194 292
rs523349
(SRD5A2)  Gendtipo CaP HPB Total p’
CC 25 61 86
CG 22 52 74
GG 2 20 op 013
Total 49 133 182
p (H-W) 0,57 0,37
Alelos CaP HPB Total p’
C 72 174 246
G 26 92 118 0,14
Total 98 266 364

p é o valor de significncia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor
de significAncia na comparacdo da distribuicio genotipica entre os grupos. p” é o valor de
significAncia na comparacdo alélica entre 0s grupos. Todas as comparagdes foram
realizadas através do teste do qui-quadrado.

5.3.5 XRCC1 (rs25487)

No teste de equilibrio de Hardy-Weinberg foi observado que 0s grupos
controle e CaP se mostraram em equilibrio, enquanto o HPB estd em desequilibrio para
0 polimorfismo rs25487 (A>G).

Foram encontradas associagdes na distribui¢do genotipica entre os grupos HPB
e controle e os grupos CaP e HPB. Além do mais, na analise alélica entre o HPB e 0
controle também foi vista diferenca significativa, indicando o alelo A como de risco
paraa HPB (OR =1,64; IC 95% = 1,11 — 2,41) (tabela 5.14).
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Tabela 5.14 — Distribuicdo genotipica e alélica do rs25487 (XRCC1) entre 0s grupos
SNP ID Genotipo HPB Controle Total p’

AA 14 6 20

AG 84 48 132

GG 33 42 75 0.01
Total 131 96 227

p (H-W) 0,00 0,28
Alelos HPB Controle Total p”’
A 112 60 172
G 150 132 282 0,01
Total 262 192 454

Genotipo CaP  Controle Total p’

AA 6 6 12
AG 20 48 68
GG 23 42 65 0.66
rSIEA87 Total 49 96 145
(XRCC1) p(H-wW) 0,88 0,28
Alelos CaP Controle Total p”’
A 32 60 92
G 66 132 198 0,81
Total 98 192 290
Genotipo  CaP HPB Total p’
AA 6 14 20
AG 20 84 104
GG 23 33 56 001
Total 49 131 180

p(H-wW) 0,88 0,00
Alelos CaP HPB Total p”

A 32 112 144
G 66 150 216 0,08
Total 98 262 360

p é o valor de significancia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W).
p’ é o valor de significAncia na comparacdo da distribuicdo genotipica entre
0S grupos. p” € o valor de significancia na comparagdo alélica entre os
grupos. Todas as comparacOes foram realizadas através do teste do qui-
quadrado.

Com a finalidade de encontrar os gendtipos associados com as patologias, foi
realizada a particdo do qui-quadrado e dessa forma foi encontrada uma associacdo
significativa no modelo mutante recessivo (AA+AG versus GG) entre os grupos HPB e

controle, mostrando que o gendtipo conjunto AA+AG apresenta o risco de desenvolver a
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HPB (OR = 2,29; IC 95% = 1,31 — 4,00). Entre os grupos CaP e HPB observamos
associacdo do gendtipo mutado GG com o risco de CaP em comparacdo a HPB (OR = 2,61;
IC 95% = 1,33 — 5,12) (tabela 5.15). Ainda, nas analises comparativas das variaveis
quantitativas (apéndice K) e qualitativas (apéndice L) ndo foram encontradas associagdes

significativas.

Tabela 5.15 — Andlise de risco entre os grupos amostrais (Modelo Mutante Recessivo)

SNP ID Genétipo HPB Controle Total p OR IC 95%

AA+AG 98 54 152 2,29 1,31 4,00
GG 33 42 75 0,00 Referéncia
25487 Total 131 96 227
rs Gendtipp CaP  HPB  Total p OR  IC95%
(XRCC1) ——
AA+AG 26 98 124 Referéncia
GG 23 33 56 0,00 261 1,33 512
Total 49 131 180

p é o valor de significAncia na comparagdo da distribuicdo genotipica entre os grupos. As
comparacGes foram realizadas através do teste do qui-quadrado. OR: oddis rattio; IC 95%:
intervalo de confianca de 95%.

5.3.6 CASCS8 (rs1447295)

No teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) foi constatado que 0s grupos
controle e CaP se apresentaram em equilibrio, mas o HPB mostrou desvio significativo
para o polimorfismo rs1447295 (A>C). Nas andlises da distribuicdo genotipica e

alélicas nenhuma associacéo foi identificada (tabela 5.16).

Tabela 5.16 — Distribuicédo genotipica e alélica do rs1447295 (CASC8) entre 0s grupos

SNP ID Genotipo HPB Controle Total p’
AA 8 3 11
AC 28 27 55
cc 96 67 163 O34
FS1447295 Total 132 97 229
(CASCS) p (H-W) 0,02 0,99
Alelos HPB Controle Total p”’
A 44 33 77
C 220 161 381 0,92
Total 264 194 458

p € o valor de significancia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor
de significancia na comparacdo da distribuicdo genotipica entre 0s grupos. p” é o valor de
significdncia na comparacdo alélica entre os grupos. Todas as comparagbes foram
realizadas através do teste do qui-quadrado.
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Tabela 5.16 — Distribuicdo genotipica e alélica do rs1447295 (CASC8) entre 0s
grupos (continuagéo)

SNP ID Genotipo CaP Controle Total p’
AA 2 3 5
AC 6 27 33
cc 39 67 106 013
Total 47 97 144
p (H-W) 0,08 0,99
Alelos CaP Controle Total p”’
A 10 33 43
C 84 161 245 0,15
Total 94 194 288
rs1447295
(CASC8)  Genotipo CaP HPB Total p’
AA 2 8 10
AC 6 28 34
cc 39 % 135 037
Total 47 132 179
p (H-W) 0,08 0,02
Alelos CaP HPB Total p”’
A 10 44 54
C 84 220 304 0,16
Total 94 264 358

p é o valor de significancia no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W). p’ é o valor
de significancia na comparacéo da distribui¢do genotipica entre os grupos. p” é o valor de
significAncia na comparacdo alélica entre os grupos. Todas as comparacdes foram
realizadas através do teste do qui-quadrado.

Na analise de comparacdo das variaveis quantitativas com as amostras e 0s
diferentes genotipos do rs1447295 foi identificada associacdo significativa para o peso
da prostata no grupo HPB, sinalizando aumento progressivo dessa variavel para o
gendtipo heterozigotico (AC) e mutado (CC). Também foi observado aumento
consideravel de IMC para os individuos com CaP e portadores do genétipo CC (tabela
5.17).

74



Tabela 5.17 — Comparacao das variaveis quantitativas em relagdo ao rs1447295 (CASCS8)
Controle — rs1447295 (CASCS8)

Variaveis AA AC cc Y
IMC (kg/m?) (23,2222513,04) (23,52;2%,81) (24,322421;,32) 0,94
PSAtotal (Ng/mL) (2,223:;223?23) (0,505?17,68) (0,502’?17,79) o9
PSAlivre (ng/mL) - (0,13;203:35) (0,108’;30?49) 0.2
Peso da Prostata™ () (za,gg;gg,oo) (23,2;28,15) (2,030(?;'03?00) 0.78

ariivels AAHPB - rsl447:?:5 (CASCB) — 0
IMC (kg/m?) (25;2;;,74) (2352;22,48) (23,2?223,73) 049
PSAtotal (ng/mL) (0,913:?22,83) (1,015;?2?81) (1,126?51,60) 08
PSAiivre (ng/mL) (o,zoé?ol,aes) (0’201,;408’78) (0,10é;512,05) oo
Peso da Prostata™ (g) (29,2?)518,60) (34,33222,50) (39,;13;;8,00) 0,04

ariaveis - CaP — rsl447§2:5 (CASCS) = :
IMC (kg/m?) (21,22232,24) (22,22;23,50) (25;1;2?),61) 003
PSAtoral (ng/mL) (31,21;21,81) (9,7172;’268?12) (5,4162;5531,47) oo
PSAuivre (ng/mL) (2,921,?21,91) (1,018,;72(?33) (0,613,;013,90) 037
Peso da Préstata* (g) °1,00 520 e 0.56

(51,00;51,00) (21,00;43,00)  (29,50;64,05)
Os valores indicam a mediana (1° quartil; 3° quartil). p é o valor de significancia das diferengas entre
0s grupos, avaliado através do teste de Kruskall-Wallis. IMC: indice de massa corporal; PSA:
antigeno especifico da préstata. *Peso da préstata foi avaliado por ultrassonografia transretal.

A comparacao das varidveis qualitativas com os genotipos do rs1447295 foi
significativa entre a cor/raca e o CaP, mostrando que ha diferenca entre 0s grupos
(tabela 5.18). As outras andlises qualitativas ndo apresentaram associa¢cdo e constam no
apéndice M.
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Tabela 5.18 — Comparacao das variaveis qualitativas em relacéo ao rs1447295 (CASC8)

SNP ID Cor/Raga (IBGE) - HPB
Gendtipo Branca (%) Parda (%) Preta (%) Total p
AA 0 (0) 3(7) 5(12) 8
AC 8 (20) 8 (18) 11 (26) 27 0.15
CC 33 (80) 34 (76) 26 (62) 93 ’
Total 41 45 42 128

rs1447295

(CASCB) Cor/Raca (IBGE) — CaP
Gendtipo Branca (%) Parda (%) Preta(%)  Total p
AA 0 (0) 0 (0) 2 (20) 2
AC 3(17) 1(5) 2 (20) 6 0.04
CC 15 (83) 18 (95) 6 (60) 39 ’
Total 18 19 10 47

Os valores mostram a distribuicdo de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado.

5.3.7 Analise da Regressao Logistica Multivariada

Quando realizada a analise de regressdao linear multivariada (corrigindo as
variaveis por idade) foi observado resultado semelhante aos descritos acima. O
polimorfismo rs1695 (GSTP1) confirmou a associacdo significativa com o CaP, tanto
quando comparados com individuos sem cancer (p = 0,05; OR = 1,65; IC 95% = 1,00 —
2,72), quanto com a HPB (p = 0,02; OR =1,90; IC 95% = 1,11 — 3,26).

Do mesmo modo, o rs25487 (XRCC1) mostrou associacao protetora em relacéo
a HPB (p = 0,00; OR =0,48; IC 95% = 0,29 — 0,79), indicando o alelo selvagem como o
de risco. Além disso, também revelou esse papel quando comparado com o risco geral
de desenvolvimento das patologias prostaticas (p = 0,01; OR = 0,57; IC 95% = 0,36 —
0,89) (tabela 5.19).
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Tabela 5.19 — Regressao Logistica Multivariada

Analise logistica do CaP x HPB+Controle

Variavel B EP al p OR IC 95%
Idade 0,07 0,02 1 000 108 104 1,12
rs1695 (GSTP1) 0,50 0,25 1 005 165 100 2,72

Anélise logistica do CaP x Controle
Variavel B EP al p OR IC 95%
Idade 0,17 0,03 1 000 118 111 1,26

Anélise logistica do CaP x HPB

Variavel B EP al p OR IC 95%
Idade 0,04 0,02 1 006 104 100 1,08
rs1695 (GSTP1) 0,64 0,28 1 002 19 111 3,26

Analise logistica da HPB x Controle
Variavel B EP al p OR IC 95%
Idade 0,10 0,02 1 000 111 1,07 1,15
rs25487 (XRCC1) -0,73 0,26 1 000 048 029 0,79

Analise logistica das CaP+HPB x Controle
Variavel B EP ol p OR IC 95%
Idade 0,12 0,02 1 000 112 1,08 1,17

rs25487 (XRCC1) -0,57 0,23 1 001 057 036 089

B: indica o efeito da variavel sobre o grupo; EP: erro padrdo; gl: grau de liberdade; p: € o
valor de significancia da comparacéo entre os grupos, realizada através da anélise de regresséo
logistica multivariada; OR: oddis ratio; 1C 95%: intervalo de confianga de 95%.
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5.4 Anélise do Perfil de Expressao dos Genes Candidatos (in silico)

Para iniciar as analises in silico, caracterizamos as coortes referentes ao CaP
obtidas através do TCGA (tabela 5.20). A coorte TS é composta por 51 amostras
pareadas e a VS por 445 amostras tumorais (excluindo as tumorais pareadas). Os dados
clinicos analisados foram: idade ao diagnostico (variando de 42 a 78 anos), PSA total
pré-operatdrio (variando de 0,7 a 107 ng/mL) e score de Gleason calculado a partir da
soma dos scores primario e secundario (variando de 6 a 10).

Nas duas coortes a maioria dos individuos apresentaram idade superior a 55
anos e PSA entre 4 e 10 ng/mL. Entretanto o score de Gleason diferiu entre as coortes,
sendo o 7(3+4) mais comum na TS e o score de 8 a 10 na VS.

Tabela 5.20 — Caracterizagdo das coortes de CaP do TCGA
Validation Set

Training Set

N (%) N (%) Total
Pacientes 51 (100) 445 (100) 496
Idade ao Diagnostico 51 (100) 433 (100) 484
(anos)
<55 14 (27,5) 92 (21,2) 106
>55 37 (72,5) 341 (78,8) 678
Niveis de PSA

(ng/mL) 51 (100) 430 (100) 481

<4 6 (11,8) 47 (10,9) 53

4-10 31 (60,8) 245 (57) 276

>10 14 (27,4) 138 (32,1) 152

Score de Gleason 51 (100) 433 (100) 484

6 5(9,8) 45 (10,4) 50

7 (3+4) 25 (49) 122 (28,2) 147

7 (4+3) 13 (25,5) 82 (18,9) 95
8-10 8 (15,7) 184 (42,5) 192

Caracterizagdo das coortes de pacientes diagnosticados com CaP do banco TCGA. Os
valores indicam o nimero de individuos em cada um dos grupos. Os niveis de PSA
(antigeno especifico da prostata) foram divididos em: PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e
10 ng/mL e acima de 10 ng/mL. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes
grupos: Gleason 6, 7(3+4), 7(4+3) e entre 8 e 10. N: nimero de individuos.
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5.4.1 Anélise do Perfil de Expressao Génica em Tecido de Prdstata

Para a andlise do perfil de expressdo dos genes candidatos (FMOD, GSTP1,
KLK3, RNASEL, SRD5A2 e XRCC1) entre tecidos prostaticos tumorais e ndo-tumorais
foram utilizados dados de RNAseq depositados no banco de dados do TCGA (figura
5.7). A comparagédo do perfil de expressdo para cada gene candidato foi realizada entre
as amostras pareadas ndo-tumorais (n=51) e as pareadas tumorais (n=51) — coorte TS,
tendo a significancia estatistica analisada através do teste de Wilcoxon. Além dessa,
também foi feita a comparacdo entre as amostras pareadas ndo-tumorais (n=51) e as
tumorais ndo pareadas (n=445) — coorte VS, sendo avaliada pelo teste de Mann-
Whitney.

Analisando os dados de expressdo foi possivel observar que o FMOD e o
KLK3 apresentaram alta expressdo em tecidos tumorais em ambas as coortes do estudo
(TS e VS). Todavia os genes GSTP1, RNASEL, SRD5A2 e XRCC1 apresentaram baixa
expressdo nos tecidos tumorais, em ambas as coortes, com excecdo do XRCC1 que sO

mostrou significancia na coorte TS.
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Figura 5.7 — Perfil de expressao dos genes candidatos em amostras tumorais e nao-
tumorais de prostata
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O eixo y representa o nivel de expressdo do mRNA (RNAseq VV2) dos genes candidatos e 0 eixo x as
diferentes amostras do TCGA: amostras ndo-tumorais pareadas (n=51), tumorais pareadas (n=51) e
tumorais ndo pareadas (n=445). * p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,0001 sdo os valores de significancia
das diferencas entre 0s grupos, avaliados através do teste de Wilcoxon para as amostras pareadas e
do teste de Mann-Whitney para as ndo pareadas.
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5.4.2 Correlagdo entre o Perfil de Expresséo dos Genes e os Dados
Clinicos/Patolégicos

A correlacdo da expressdao dos genes candidatos com os niveis de PSA foi
realizada segregando as amostras tumorais (n=481, inclusas aqui todas as tumorais,
tanto as pareadas quanto as ndo pareadas) em 3 grupos (figura 5.8). O primeiro grupo
correspondendo as amostras com PSA abaixo de 4 ng/mL, o segundo inclui as amostras
com PSA entre 4 e 10 ng/mL e o Gltimo apresenta PSA mais elevado com valores acima
de 10 ng/mL. Para avaliar a diferenca estatistica entre os grupos foi utilizado o teste de
Kruskall-Wallis.

Os genes FMOD e SRD5A2 apresentaram diferenca de expressdo entre as
amostras com PSA de 4-10 e maiores que 10 ng/mL, estando mais baixa nos individuos
com PSA maior que 10. Analisando individualmente, o GSTP1 apresentou diferenca
significativa de expressao entre os individuos que possuem PSA menor que 4 e 0s que
tem PSA maior que 10 ng/mL, estando diminuida no grupo de maior PSA. No KLK3, a
diferenca foi encontrada entre o grupo com PSA menor que 4 e 4-10 ng/mL,
apresentando maior expressdo neste ultimo grupo. Enquanto o perfil de expressdo do
XRCC1 apresentou diferenca estatistica entre todos os grupos, mostrando uma tendéncia
de diminuicdo da expressdo quando o PSA é maior. Por fim, o perfil de expressédo do

RNASEL ndo mostrou diferencas estatisticas significativas entre os grupos de PSA.
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Figura 5.8 — Correlacdo entre a expressao dos genes candidatos e 0s niveis de PSA
de pacientes com CaP
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O eixo y representa o nivel de expressdo do mRNA (RNAseq V2) dos genes candidatos e 0 eixo x
0s niveis de PSA de pacientes com CaP do TCGA (n=481): PSA abaixo de 4 ng/mL (n=53), entre 4
e 10 ng/mL (n=276) e maiores que 10 ng/mL (n=152). * p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,0001 s&o 0s
valores de significancia das diferengas entre os grupos, avaliados através do teste de Kruskall-
Wallis.
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Para a correlagéo da expressdo dos genes com o score de Gleason, as amostras
tumorais (n=484) foram segregadas em 4 grupos (figura 5.9). O primeiro grupo
corresponde a pacientes com score total de 6, 0 segundo apresenta score total de 7 com
somatorio do primario e secundario em 3+4, o terceiro tem total 7 com somatorio 4+3 e
por fim, o quarto grupo tem score total mais grave variando de 8 a 10. A anélise
realizada para avaliar a diferenca estatistica entre os grupos foi a de Kruskall-Wallis.

Os genes FMOD e SRD5A2 apresentaram diferencas significativas de
expressdo entre todos os grupos do score de Gleason. Em ambos 0s genes a expressdo
apresenta diminuicdo de acordo com o aumento do score, além disso eles demonstraram
interessante diferenca entre os scores 7(3+4) e 7(4+3), que até hoje ndo possuem uma
boa definicdo progndstica. Na anélise do KLK3 foi visto uma reducdo da expressao no
grupo com score 8-10, com pior progndstico, em comparagdo com 0S Outros grupos.
Ademais, a unica associacdo encontrada no GSTP1 e no XRCC1 foi entre 0s grupos
7(3+4) e 8-10. No RNASEL nada foi encontrado. Potencialmente, o perfil de expresséo

dos genes poderia atuar como biomarcador de prognostico dos pacientes.
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Figura 5.9 — Correlacéo entre o perfil de expressao dos genes candidatos e o score
de Gleason de pacientes com CaP
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O eixo y representa o nivel de expressdéo do mRNA (RNAseq V2) dos genes candidatos e 0 eixo X 0s

diferentes niveis do score de Gleason de pacientes com CaP do TCGA (n=484) organizados nos
seguintes grupos: Gleason 6 (n=50), 7(3+4) (n=147), 7(4+3) (n=95) e 8 a 10 (n=192). * p<0,05,

**p<0,01 e ***p<0,0001 sdo os valores de significancia das diferencas entre os grupos, avaliados
através do teste de Kruskall-Wallis.
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A correlacdo do perfil de expressdo com o subtipo molecular dos pacientes
com CaP (n=245) foi avaliada dividindo-os em sete subtipos moleculares definidos por
fusdo génica ERG, ETV1, ETV4 e FLI1, além de mutagdes nos genes SPOP, FOXAL e
IDH1 (UALCAN). A amostra ndo-tumoral (n=51) foi utilizada como controle para
avaliar a diferenca estatistica entre os grupos através do teste t de Student.

Analisando os resultados (figura 5.10), os genes FMOD e XRCC1
apresentaram aumento de expressdo no subtipo fusdo-ERG e diminuicdo no subtipo
mutacdo-FOXAL, além disso o0 XRCC1 também se mostrou diminuido no SPOP. A
expressao dos genes GSTP1, RNASEL e SRD5A2 se apresentou diminuida em
praticamente todos os subtipos moleculares tanto nos de fusdo quanto nos de mutacéo.
Além do mais o KLK3 apresentou alta expressao em grande parte dos subtipos de fuséo
e no de mutagdo-SPOP.
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Figura 5.10 — Correlacéo do perfil de expressdo dos genes candidatos e o subtipo molecular de

pacientes com CaP
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5.4.3 Anédlise do PAN-Cancer

A andlise de PAN-Céncer engloba dados de expressdo de 24 tipos de tecidos
primérios tumorais (n=8609) e ndo-tumorais (n=738) (apéndice B), ela foi utilizada com
a finalidade de avaliar se o perfil de expressdo dos genes candidatos € exclusivamente
observado nos tumores prostaticos ou se é comum a outros tipos tumorais, para tal
analise foi utilizado o programa UALCAN.

Comparando os niveis de expressao dos diferentes tipos de cancer (figura 5.11)
observamos que o gene FMOD se mostrou com uma tendéncia a alta expressao na
préostata se comparado aos outros tipos tumorais. O KLK3 apresentou-se com alta
expressao somente na prostata, o que valida a aplicacdo como potencial biomarcador
deste 6rgdo. O SRD5A2 também apresentou alta expresséo na préstata se comparado aos
outros tecidos, com excec¢éo do figado e das vias biliares que mostraram o mesmo perfil
de expressdo. Nos outros genes analisados, GSTP1, RNASEL e XRCC1, nao foi
verificado nenhum comportamento diferenciado na expressdo entre a prostata e 0s

outros orgaos.
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Figura 5.11 — Analise do perfil de expressdo dos genes candidatos no PAN-Cancer
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Figura 5.11 — Analise do perfil de expressdo dos genes candidatos no PAN-Cancer
(continuagéo)
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Comparacgdo do perfil de expressdo dos genes candidatos entre diferentes amostras tumorais (caixa laranja) e néo
tumorais (caixa roxa) do PAN-Cancer. Dados gerados pelo programa online UALCAN. TPM: transcritos por milh&o;
CR: croméfobo renal; CRCC: carcinoma renal de células claras; CRCP: carcinoma renal de células papilares; Ad.:
adenocarcinoma; Ca.: carcinoma; PCPG: feocromocitoma e paraganglioma.
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5.5 Compilado das Alterages Gendmicas

Compilagéo dos resultados das alteragdes encontradas no rastreamento do gene

FMOD, da anélise dos polimorfismos genéticos e do perfil de expressdo observado para

cada um dos genes candidatos (tabela 5.21).

Tabela 5.21 — Compilado das alteragdes gendmicas observadas no estudo

- Perfil de ~ . EXxpressao Expressdo x
Gene Variante Anaﬁs y Expressédo S x Scorede  Subtipo PAN-Cancer
Geneética X PSA
no CaP Gleason  Molecular
13929901 Benign A
rs139299015 ¢ '9 _a Alta Alta Tendéncia a alta
rs115908597 Patog(f,n!ca expresséo  Baixa Baixa  expressdono  expressio na
EMOD rs145901742  Patogénica  emtecido expressio  expressdo subtipo fusdo-  prostata se
rs7543148 Benigna tumoral de  no PSA nos scores ERG e baixa comparado aos
rs77856193 Benigna préstata  >10 ng/mL  mais altos naFn(;l;zaAgfo- otjtros ti_pos
rs1891180 Intrénica umorats.
Baixa Baixa Baixa Baixa Sem
GSTP1 1s1695 Aumenta 0 risCO  eXpressdo  expressdo  expressdo  expressao em comportamento
de CaP em tecido no PSA  no score 8- todos os diferenciado
tumoral  >10 ng/mL 10 subtipos
Alta Alta Baixa Altf‘ x
eXpressdo  expressdo  expressao expressdo em - Alta expressao
KLK3 rs1058205 Sem associagéo em tecido nos PSA  no score 8- grande parte somfante na
; dos subtipos préstata
tumoral mais altos 10 <
de fuséo
Baixa Baixa
. expressao Sem Sem expressdo em Sem
RNASEL rs486907  Sem associacdo . o x o x comportamento
em tecido associagdo associagdo todos os . .
. diferenciado
tumoral subtipos
Baixa Baixa Baixa Baixa Alta expressdo
.. EXpressao  expressdo  expressdo  expressdo em  na prostata se
SRD5A2 15523349 Sem associagdo em tecido no PSA  nos scores todos os comparado aos
tumoral >10 ng/mL mais altos subtipos outros tecidos
Alta
Baixa Baixa Alta EXpressao no
Aumenta 0 riscoO  expressdo  expressao  expressdo subtipo fus_ao- Sem
XRCC1 rs25487 de CaP emtecido  nos PSA  Nno score 8- ERG e ba~|xa cczjry}portamznto
tumoral ~ mais altos 10 na mutagao- ferenclado
FOXA1leno
SPOP
Aumenta o0 peso
CASCS8 rs1447295  da préstata na - - — — —

HPB

Os resultados da analise genética englobam dados do rastreamento do FMOD e da anélise de polimorfismos dos outros genes
candidatos do estudo, que tiveram a associacdo com as patologias prostaticas avaliada através de testes do tipo caso-controle. Os
resultados do perfil de expressdo sdo baseados na comparagdo entre tecido tumoral e ndo tumoral de préstata. As avaliagdes de
expressao génica versus as caracteristicas clinicas foram observadas comparando as subcategorias de cada caracteristica, sendo 3
categorias para 0 PSA (PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10 ng/mL e maiores que 10 ng/mL), 4 para o score de Gleason (Gleason 6,
7(3+4), 7(4+3) e entre 8 e 10) e 7 para subtipo molecular (fusées ERG, ETV1, ETV4, FLI1 e mutagcbes FOXA1L, IDH1 e SPOP). Na
andlise PAN-Cancer 24 tipos de tecidos tumorais foram avaliados. Todos os dados constam com mais detalhe nos tépicos 5.1 a 5.4.
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6 DISCUSSAO

Considerando que o CaP € o segundo tipo de cancer que mais causa Obitos
entre os homens no Brasil, é relevante tentar entender o porqué desse nimero, visto que
as chances de cura sdo altas quando o diagnostico é feito precocemente. Dito isso, €
fundamental que os esforcos para reduzir esse nimero se concentrem ndo s6 na
conscientizacdo de realizar exames periodicamente, mas em realizar pesquisas que se
propbem a buscar variacBes genéticas que estejam associadas com o0 risco de
desenvolver as doengas, melhorando a abordagem de rastreio da populagdo masculina.

O presente trabalho teve o intuito de avaliar ndo somente variantes genéticas na
linhagem germinativa de genes candidatos, através de sangue de individuos com HPB
ou CaP, buscando possiveis associacdes de risco de desenvolvimento das patologias,
como tambeém avaliar o perfil de expressdo desses genes a nivel tecidual, por meio do

banco de dados TCGA, para ver se ha expressdo diferencial desses genes no CaP.

Rastreamento do FMOD

O gene FMOD possui papel fundamental em diversos processos fisiologicos e
tem sido associado ao desenvolvimento de patologias como tendinopatias, cancer de
mama, linfoma, cancer de pulmdo e doencas ginecoldgicas (AL-QATTAN; AL-
QATTAN, 2018). Contudo, em relacéo a proéstata, ainda ndo se tem muitas informacdes
sobre sua participacdo na carcinogénese, tendo sido recentemente relatado ao se
destacar em uma andalise com mais de 21 genes, em que ele apresentou expressao
diferencial no tecido tumoral de prostata (BETTIN; REYES; REYES, 2016). Por estas
razdes, este gene foi selecionado para realizar o rastreamento de alteracdes em sua
sequéncia e assim poder reforcar a sua influéncia no desenvolvimento no CaP.

O estudo de variagbes na extensdao do gene FMOD foi conduzido em 84
individuos com HPB e 48 com CaP, além de 76 individuos sem doencas prostaticas.
Este rastreamento levou a identificacdo de 5 alteraces nos grupos patolégicos, sendo
duas mutacGes missense, duas sindnimas e uma intronica (tabela 5.3 e 5.4, citadas
anteriormente). Vale destaque o fato de que nenhuma dessas variacoes foi anteriormente
relatada com associacao a essas ou a outras patologias.

As duas mutacGes missense, rs115908597 e rs145901742, foram classificadas
como patogénicas pelas ferramentas de predicdo e encontradas somente em individuos
com os disturbios prostaticos, possuindo frequéncia na nossa populacdo de 1,6% e

0,49%, respectivamente. As frequéncias relatadas destoam da mundial que apresenta

91



valores de 0,3% e 0,2%, indicando que pode haver influéncia das patologias em questéo
nessas frequéncias (1000 GENOMES BROWSER - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
variation/tools/1000genomes/).

A alteracdo sindnima rs77856193 foi relatada em 2 individuos de cor parda e
com CaP e em individuo controle de cor branca, na andlise de predi¢do ela foi
classificada como benigna por ndo apresentar alteracdo de aminoécidos, mas a troca de
bases pode estar em sitio de splicing de acordo com a ferramenta Human Splicing
Finder, sendo assim, impossivel descartar seu potencial efeito modificador na proteina.

As outras duas variantes apresentam comportamento de polimorfismo, sendo
frequentes na populagdo. A variante sindnima rs7543148 e a intronica rs1891180 ndo se
ajustaram ao equilibrio de Hardy-Weinberg na casuistica, contudo suas frequéncias
alélicas foram similares as da populacdo mundial, a primeira apresentando 62% e a
segunda 43% em comparacdo aos 62% e 50% da populacdo mundial, respectivamente
(1000 GENOMES BROWSER). Com relacéo ao efeito na proteina, todos os programas
de predicdo classificaram as alteragdes como benignas e sem impacto em sitios de
splicing. O SNP rs7543148 foi anteriormente estudado com outras patologias como no
risco de rompimento do ligamento cruzado anterior e com miopia, e revelou ndo estar
associado a essas doencas, além de ndo ter se ajustado ao equilibrio de Hardy-
Weinberg, como no nosso estudo (LIN et al., 2009; MANNION et al., 2014).

Polimorfismos de Nucleotideo Unico

Desde o inicio dos estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS), diversos
grupos tém se dedicado a investigar a associacdo de polimorfismos com o risco de
doencas complexas. Até hoje, mais de 160 SNPs ja foram consistentemente associados
com o risco de CaP, estando localizados em diversas regides do genoma
(SCHUMACHER et al., 2018). Com a HPB ha poucos trabalhos realizados, mas pelo
menos 20 SNPs foram relacionados nos estudos de GWAS com o aumento de
suscetibilidade a hiperplasia (GUDMUNDSSON et al., 2018). Ainda estamos longe de
compreender a participacdo das alteracdes genéticas com o desenvolvimento dessas
patologias multifatoriais, sendo sempre necessario mais estudos, com maior abrangéncia
de genes e de numero amostral, além de populagdes diferentes para tentar chegar a um
denominador comum. Dentro de diversos genes com vias bioldgicas importantissimas,

selecionamos seis SNPs para avaliar sua potencial associagdo com a HPB e o CaP.
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Quando comparamos a frequéncia dos gendtipos entre o controle e 0s grupos
patologicos, dois SNPs apresentaram diferencas estatisticamente significativas. O
primeiro deles foi 0 rs1695 (A>G) do GSTP1, em que os portadores de qualquer um dos
genétipos, AG ou GG, tem duas vezes mais risco de desenvolver CaP quando
comparados com individuos controles e 3 vezes mais risco quando comparados com 0s
individuos com HPB. Esses achados foram confirmados na andlise de regressdo
logistica multivariada, na qual o polimorfismo do GSTP1 continuou apresentando forte
correlagdo positiva com o CaP em relacdo aos individuos sem céancer (grupo Controle +
HPB) e aos individuos com HPB.

O rs1695 foi descrito pela primeira vez por Harries et al. em 1997, mostrando
associacdo com a suscetibilidade ao cancer de bexiga, de testiculo e de prostata, sendo
neste Ultimo caracterizado por uma diminuicdo significativa no nimero de homozigotos
selvagens (AA), assim como encontramos na nossa casuistica uma redugdo de 48% do
AA controle para 29% do AA com CaP. Mais tarde, outros estudos identificaram que
essa alteracdo ocorria em um sitio ativo do gene, levando a diminuicdo da atividade da
proteina codificada, diminuicdo da excrecdo de substancias estranhas e da eficiéncia
catalitica (DONG et al., 2018).

Em conformidade com nossos resultados, outros trabalhos também
encontraram relacdo entre esse SNP e o CaP em diferentes populacdes (MITTAL;
MISHRA; MANDHANI, 2006; QADRI et al., 2011, ZHANG et al., 2016). Em duas
metanalises incluindo mais de 6 mil individuos e 13 estudos diferentes, além da
associacdo entre o polimorfismo do GSTP1 e o risco de CaP, também foi encontrada
uma correlagdo entre os caucasianos e 0 SNP, mas nao entre os afrodescendentes (CAI
et al.,, 2013; YU et al., 2013). Outros grupos também revelaram que o SNP esta
relacionado com maior risco de recorréncia bioguimica (OR = 3,16, IC 95% = 1,13 —
8,02) e com o nivel de PSA, estando associado com um pior progndstico
(COTIGNOLA et al., 2013; OSKINA et al., 2014a). Contudo, alguns trabalhos ndo
encontraram diferencas estatisticamente significantes nas analises de frequéncia entre o
grupo de casos e o de controles, mesmo em brasileiros do estado de Sdo Paulo (LIMA et
al., 2008; MO et al., 2009; WEI et al., 2013; CHIRILA et al., 2015). Sendo assim, este
é o primeiro estudo nesta populacdo e com associagdes positivas com o aumento do
risco para o CaP.

O outro SNP que também mostrou associagdo significativa com as patologias é

0 rs25847 (A>G) do XRCC1, que apresentou comportamento peculiar nas analises. Na
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particdo dos grupos, descobrimos que os portadores do genotipo AA ou AG tem duas
vezes maior risco de desenvolver HPB se comparado ao grupo controle, sendo
confirmado na regressdo logistica o efeito protetor da troca de bases para essa patologia.
Além desses resultados, encontramos que os portadores do genétipo GG (mutado) tem
maior risco de desenvolver o CaP em relagdo a HPB (p = 0,00; OR = 2,61; IC 95% =
1,33 — 5,12). Esses achados mostram uma associacdo dupla desse polimorfismo com as
patologias prostaticas, nesta casuistica, os individuos que possuem genétipo mutado
para o rs25487 tem maior risco de CaP, mas 0s que possuem o gendétipo selvagem ou
heterozigbtico possuem maior risco de HPB, indicando que ndo s6 o polimorfismo
tenha alguma relagdo com as doengas, mas o0 gene em si parece relevante na
fisiopatologia.

Varios pesquisadores associaram este polimorfismo com o CaP, sugerindo que
ele atue aumentando o risco da doenca (MITTAL et al., 2012; CHEN et al., 2015). Mais
recentemente, Noureddini et al. (2018) realizaram uma metanalise de 14 trabalhos e um
estudo de caso-controle com 360 individuos e observaram que o SNP estava
correlacionado com o risco de CaP e ainda, em uma anélise in silico, essa troca de bases
mostrou ser prejudicial para a funcdo e estrutura da proteina XRCC1. Analisando
modelos genéticos, outros grupos encontraram resultados similares aos nossos, em que
0 modelo recessivo (GG) do rs25487 estava associado com aumento do risco de CaP
(GENG et al., 2009; YAN et al., 2015). Apesar desses resultados correlacionando o
SNP e o CaP, ainda ha trabalhos com dados conflitantes como o de Henriquez-
Hernandez et al. (2013) e de Zhu et al. (2015) que ndo obtiveram a mesma associacao
em suas analises. Além do mais, nenhum trabalho foi publicado mostrando a relacéo
entre a variante e a HPB, nem de forma positiva ou negativa.

Ainda que o polimorfismo rs1447295 do CASC8 (A>C) néo tenha apresentado
diferencas nas distribuicBes genotipicas e alélicas, ele mostrou relacGes interessantes
com o peso da prostata nos individuos com HPB, revelando que ha um aumento
progressivo significativo do genoétipo selvagem para o mutado (p = 0,04); o genoétipo
mutado também foi associado aos maiores valores do IMC no grupo com CaP (p =
0,03) e na distribuicdo de cor/raca também foi encontrada associacédo significativa (p =
0,04). O CASCS8, ainda que nao codifique uma proteina, parece influenciar no
desenvolvimento do CaP em populagdes de islandeses, japoneses, sérvios, poloneses e
russos (AMUNDADOTTIR et al., 2006; TERADA et al., 2008; BRANKOVIC et al.,
2013; KASHYAP et al., 2014; OSKINA et al., 2014b). Apesar disso, Murphy et al.
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(2012) avaliaram uma populacao africana e ndo associaram o CaP a este polimorfismo
(p = 0,16). Em uma metanalise com 20.184 casos e 20.439 controles provenientes de 20
estudos distintos foi encontrada associacdo significativa com o risco de CaP em
caucasianos e asiaticos, mas ndo entre afrodescendentes, outros estudos abrangentes
encontraram a mesma relacdo (LIU et al., 2015; REN et al., 2015; LI R et al., 2017).
Zhou et al. (2017) mostraram que além de haver risco significativo de CaP associado ao
polimorfismo, as varidveis de score de Gleason e o nivel de PSA também revelaram
forte associacdo, indicando que este SNP pode servir como um biomarcador confiavel
para diferentes estagios do CaP. No entanto, corroborando com nossos achados, outros
pesquisadores ndo encontraram relacdo entre o rs1447295 e o CaP em hispanicos (SAN-
FRANCISCO et al., 2014).

Apesar de serem descritos com associagdo ao CaP em tantos estudos o0s
polimorfismos rs1058205 (KLK3), rs486907 (RNASEL) e rs523349 (SRD5A2) néo
mostraram associacao nas distribuicGes de gendtipos e nem nas comparagdes com as
variaveis clinicas analisadas no estudo.

Em sua pesquisa, Sédvblom et al. (2014) associaram a variante rs1058205
(KLK3) em amostras de sangue de pacientes com CaP, bem como verificaram o
aumento de seu produto no soro e sémen dos mesmos individuos. Do mesmo modo,
outros estudos também demonstraram que a alteracdo esta associada a neoplasia
prostatica (PENNEY et al., 2011; STEGEMAN et al., 2015; CHEN; XIN, 2017). Os
resultados gerais de Ding et al. (2018) indicaram que o polimorfismo estava associado a
diminuicao do risco de CaP, particularmente na populacdo caucasiana. No entanto, em
nossas analises e em um trabalho feito com a populacdo chinesa, ndo foi observada
nenhuma associa¢do com o CaP (ZHANG et al., 2014).

O papel da variacdo do gene RNASEL e sua influéncia no desenvolvimento do
CaP ¢ controverso. Ainda que alguns estudos ndo associem o polimorfismo rs486907 a
neoplasia prostatica esporadica, evidéncias sugerem forte associacdo entre o0 SNP e 0s
casos de CaP hereditarios (WANG et al., 2002; NAKAZATO et al., 2003; Ml et al.,
2010; ZUO et al., 2017). Casey et al. (2002) determinaram que a variacdo resulta em
trés vezes menos atividade enzimatica que o tipo selvagem da proteina RNASEL e esta
significativamente associada ao risco de CaP (p = 0,007). Mesmo com essas correlagdes
positivas, outros trabalhos encontraram 0s mesmos resultados que 0 nosso, nao
revelando associagdo do polimorfismo com o risco geral de CaP e nem com as
caracteristicas clinicas (ZHANG et al., 2011; WEI et al., 2012; SAN FRANCISCO et
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al., 2014). Além disso, as variagbes no RNASEL ja foram associadas a formas mais
agressivas/letais do CaP, talvez seja mais uma razdo para ndo termos encontrado
resultados positivos na amostra, visto que ndo fizemos essa categorizagcdo, mas
encontramos uma tendéncia de associacdo na avaliacdo dos niveis de PSA nos
individuos com CaP (ALVAREZ-CUBERO et al., 2016).

O rs523349 (SRD5A2) foi o unico polimorfismo deste trabalho que foi
anteriormente associado a HPB e ao peso da prostata, sugerindo que ele atue
aumentando o risco da doenca (OKUGI et al., 2006; SCARIANO et al., 2008; GU et
al., 2013; CHOUBEY et al., 2015). Além disso, outros trabalhos associaram esse SNP
ao CaP, e ele exibiu maior risco de progressao e morte para os portadores dos genotipos
mutados (SALAM et al., 2005; WANG et al., 2010; SHIOTA et al., 2015). Um grupo
de pesquisadores brasileiros encontrou resultados interessantes a respeito de
polimorfismo do SRD5A2 e o CaP em uma amostra de pacientes no Rio Grande do Sul,
revelando que os individuos com menos de 65 anos e que possuem gendétipo
heterozigotico tém maior risco de desenvolver a patologia, enquanto quem possui 0s
dois alelos selvagens tem um fator de protecdo contra o cancer (AMORIN, 2010).
Corroborando com nossos resultados, diferentes trabalhos ndo encontraram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos com as patologias prostaticas analisadas
(RAJENDER et al., 2009; TONG et al., 2010; DUSENKA et al., 2014; KACHAKOVA
et al., 2016).

A falta de relacdo desses polimorfismos com o CaP ou a HPB pode ter sido
causada pelas diferencgas étnicas entre 0s grupos amostrais dos outros estudos para o
nosso. Mas ainda assim, as associacdes encontradas com os SNPs do GSTP1 e do
XRCC1 foram interessantissimas, indicando essas variantes como fatores preditivos para
0 CaP e podendo ser utilizadas como biomarcadores para identificar pacientes com alto
risco de desenvolver a patologia. O CASCS8, ainda revelou resultados nunca descritos
antes, com uma clinica mais agressiva da HPB, com volumes prostaticos maiores nos
gendtipos mutados, anteriormente ele s6 tinha sido associado ao CaP mais agressivo
(CORNU et al., 2011). Sabe-se que cada SNP tem um efeito individual muito modesto
nas razbes de chances de risco de doenga, mas juntos eles ttm um efeito muito mais
forte, por isso um painel de biomarcadores associados ao risco deve ser criado para
avaliar o efeito cumulativo das alteracGes sobre a patologia (ISAACS; XU, 2019).

Outros estudos de acompanhamento a longo prazo devem ser realizados com

essas e outras variantes para identificar biomarcadores que possam ser utilizados para
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além de predizer o risco, conseguir diferenciar pacientes de alto e baixo grau de CaP,
com o intuito de auxiliar nas abordagens personalizadas do cancer a fim de diminuir os

casos de overdiagnosis e de overtreatment.

Perfil de Expressdo Génica

Além da analise de variantes genéticas associados ao risco de desenvolver o
cancer, muitas pesquisas tém sido voltadas para o estudo de alteracbes no perfil de
expressao dos genes no tecido acometido, comparando com tecido saudavel subjacente.
Uma ferramenta muito utilizada para essas analises € o The Cancer Genome Atlas que
consiste em um repositorio de dados genémicos criado a partir da caracterizagdo de 20
mil amostras de tecidos primarios de 33 tipos diferentes de cancer. A partir desse banco
foi possivel estabelecermos o perfil de expressdo dos genes candidatos, alem de
compara-lo com caracteristicas clinicas. Todos 0s genes candidatos usados para analise
de variantes tiveram seu perfil de expressao tecidual avaliado pelos dados gendmicos do
TCGA, com excecao do CASCS8, pois os dados analisados foram apenas de RNA-seq.

Atualmente, o diagndstico do CaP é frequentemente baseado no uso de
biomarcadores, especialmente na dosagem do PSA, porém ele apresenta falhas ja que
pode estar alterado em situacfes ndo cancerosas, levando a bidpsias desnecessarias e a
diagnosticos equivocados. Para resolver este problema, a pesquisa continua na busca de
biomarcadores adicionais, que possam atuar de forma mais especifica e particularmente,
melhorar o prognostico, diferenciando formas indolentes das mais agressivas da doenca
(ESFAHANI; ATAEI; PANJEHPOUR, 2015). Diversos genes ja tiveram sua expressao
diferencial entre tecido saudavel e tumoral comprovada, na Gltima década os que tem
sido mais estudados e até mesmo utilizados na clinica por ter uma boa especificidade e
sensibilidade sdo o AMACR (alfa metilacil CoA racemase) e o PCA3. O AMACR ¢é
altamente expresso por células cancerigenas da prostata e pode ter um valor progndstico
consideravel, uma vez que a reducdo na expressdo tem sido associada a alta
possibilidade de recorréncia bioquimica (JIANG et al., 2013). A anélise do PCA3 ¢ feita
por um exame nao invasivo, avaliado por PCR com transcrigdo reversa em amostra de
urina apds toque retal, sua dosagem ndo € afetada por outras doencas benignas da
préstata e ainda é capaz de dar informacGes sobre agressividade do tumor, ajudando na
tomada de decisGes terapéuticas, devido a essas caracteristicas tem alto potencial para
ser utilizado na clinica, mas ainda é pouco realizado no Brasil (PLOUSSARD; TAILLE,
2018).
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Além desses biomarcadores, existem os painéis génicos no mercado, como o
Oncotype DX® que é um tipo de teste que analisa o nivel de expressdo de 17 genes
associados a agressividade do CaP, recorréncia clinica e morte. Os resultados sdo
informados através do Genomic Prostate Score (GPS) que varia de 0 a 100, que pode
ajudar a determinar o tratamento adequado, vigilancia ou terapia em homens que foram
diagnosticados com tumor de baixo grau (KLEIN et al., 2014). O outro teste ja bem
usado é o Prolaris® que avalia genes de progressdo do ciclo celular (PCC), ele ja foi
confirmado em varias coortes e pode predizer a agressividade do CaP, a probabilidade
de recidiva ou de progressdo apds prostatectomia durante 10 anos de acompanhamento
(BISHOFF et al., 2014).

Apesar de todas as inovagBes no quesito biomarcadores, ainda ndo ha um
marcador ou teste Unico, sem lacunas, que possa definitivamente afirmar o diagnostico
de CaP, determinar o prognostico, ser levemente invasivo e ter um bom custo-beneficio,
por estas e outras razdes a busca incansavel por novos marcadores tumorais para o CaP
parece ser muito mais dificil do que em outras neoplasias, sendo o foco das pesquisas
até hoje.

No nosso painel de genes candidatos, todos apresentaram boas distingdes entre
os tecidos tumorais e ndo-tumorais de prostata, uns exibindo alta expressdo no tumoral
como o0 FMOD e o0 KLK3 e outros expressdo diminuida.

A funcdo do FMOD na prostata e mais precisamente, nas patologias prostaticas
ainda ndo foi esclarecida, mas estudos tem mostrado que ha diferenca consideravel na
expressdo quando comparados os trés tecidos: saudavel, hiperplasico e tumoral de
prostata. Assim como relatamos, a expressao do FMOD no tecido tumoral em relagédo
ao nao-tumoral foi elevada no primeiro, Bettin et al. (2016) encontraram 0 mesmo
resultado e ainda, demostraram que essa diferenca ndo esta presente no tecido
hiperplasico, sugerindo que esse gene possa ter um papel diferencial nas patologias da
prostata, sendo capaz de diferenciar o tecido tumoral do saudavel e do hiperplasico
benigno. Uma vez que o FMOD codifica um proteoglicano que pode ser detectavel em
outros fluidos corporais, como secrecGes prostaticas, urina ou sangue, € de extremo
interesse determinar se a expressdo de FMOD no nivel da proteina é capaz de
diferenciar os pacientes com CaP de pacientes com doenca benigna e dessa forma
definir o valor real do FMOD como um biomarcador minimamente invasivo (REYES et
al., 2016).
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A expressdo diferencial do KLK3 j& foi vista por outros pesquisadores,
principalmente nos casos de CaP resistente a castracdo, sendo proposto para a anélise do
progndstico desses pacientes ou para medir os efeitos terapéuticos juntamente com a
expressdo do PCA3 e do TMPRSS2-ERG (DIJKSTRA et al., 2014). A expressdo
elevada do KLK3 nos tecidos tumorais, assegura ainda mais 0 Seu UuSO COmMO
biomarcador do CaP e sua funcdo bioldgica nas patologias prostaticas, além de néo ter
sido encontrado nenhum marcador para competir com ele, devido a sua alta
especificidade com o tecido prostéatico.

O SRD5AZ2 foi encontrado consideravelmente downregulado no tecido tumoral,
mostrando que pode haver uma deficiéncia da enzima nos casos de CaP. E sabido que
0s niveis de testosterona diminuem com o envelhecimento e talvez, por isso a
maquinaria celular, reconhecendo o0s baixos niveis da testosterona, regule
negativamente o nivel da enzima que converte a testosterona em DHT. Essa reducgéo
pode estar envolvida com a ocorréncia do CaP, visto que os indices dessa doenca
aumentam com a idade, mas esse mecanismo ainda é pouco compreendido, ndo sendo
confirmado se o nivel da testosterona contribui como fator de risco para o CaP (KLAP;
SCHMID; LOUGHLIN, 2015; WATTS et al., 2018). Mas a dosagem da testosterona
sérica tem sido utilizada como marcador prognéstico e tem ajudado no
acompanhamento de homens com CaP de baixo grau (FERRO et al., 2017).

Além desses resultados, 0 FMOD apresentou diminuicdo de expressao no PSA
e score de Gleason mais elevados e ainda 0 SRD5A2 mostrou relagcdo consideravel com
0 score de Gleason, no qual a expressdo reduz consideravelmente nos maiores scores,
podendo esses dois genes ter valor prognoéstico na identificacdo de homens com maior
risco de progressdo do CaP. Esses dados relacionando a expressao dos genes candidatos
com as caracteristicas clinicas e patoldgicas sdo interessantes e requerem que validacdes
robustas em populacbes abrangentes e testes funcionais dos biomarcadores sejam
realizados para confirmar seus papéis na tumorigénese prostatica e poder, futuramente,
ser utilizados como biomarcadores relacionados ao prognostico.

No que se refere ao subtipo molecular do CaP, sabe-se que ainda é uma
analise muito preliminar e pouco validada, dessa forma nosso intuito foi avaliar se 0s
genes candidatos podem contribuir para melhorar o entendimento sobre os subtipos
moleculares anteriormente propostos (THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH
NETWORK, 2015). Vimos que a expresséo do FMOD e do XRCC1 se apresentou

regulada positivamente na fusdo-ERG e negativamente no subtipo mutagdo-FOXAL. No
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pouco que € conhecido sobre os significados clinicos e progndsticos dos subtipos
moleculares do CaP, é de real destaque que o nivel de expressdo da fusdo
TMPRSS2-ERG estd associado a um fenotipo agressivo e que juntamente com a
expressdo do ERG, provou servir como marcador molecular da progressdo do CaP
(FONT-TELLO et al., 2015). O FOXA1 é um fator de transcricdo essencial para o
desenvolvimento embrionario de diversos 6rgaos como a prostata, no entanto ndo esta
claro como as mutag6es afetam a carcinogénese, sendo assim as alteracdes no FOXAL ja
foram atribuidas tanto com papel supressor tumoral quanto oncogénico (ROBINSON et
al., 2014; SONG et al., 2018). Parolia et al. (2019) reafirmaram o papel central do
FOXA1, mediado pelos receptores de androgénios, como iniciador do CaP e altamente
relacionado com a progressao metastatica, sendo também um subtipo molecular de pior
prognostico, possivelmente a baixa expressao do XRCC1, que e fundamental na
protecdo do genoma contra danos endogenos e exdgenos ao DNA, contribua para que
esse subtipo molecular tenha resultados negativos a longo prazo (FAN et al., 2004).

Por fim, realizamos a analise PAN-Cancer que tem sido muito utilizada para
validar que a expressdo diferencial do mRNA seja especifica do tecido em questdo e/ou
tenha pouca similaridade com outros tecidos. Dentre 0s genes candidatos propostos o
unico que demonstrou resultado mais especifico foi 0 KLK3, que apresentou expressao
aumentada tanto no tecido tumoral quanto no ndo-tumoral de prostata e em mais
nenhum outro érgdo. Isso corrobora com as funcdes biologicas desse gene, ja que ele é
expresso quase que exclusivamente pelas células prostaticas e ainda mais pelas
prostaticas neoplasicas. O SRD5A2 também exibiu caracteristica interessante, talvez
pelo papel que exerca no tecido prostatico, convertendo a testosterona.

A medida que continuamos a definir o cenario de alteracdes genéticas na
linhagem germinativa e de variacGes da transcriptémica tecidual no desenvolvimento do
CaP, é necessario compreender quais sdo as implicacdes clinicas e as abordagens de
tratamento que podem ser geradas com essas variacOes e assim poder melhorar a

assisténcia dada para aos pacientes neoplasicos.
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7 CONCLUSAO

O rastreamento do FMOD revelou seis variantes na casuistica sendo duas
(rs115908597 e rs145901742) apresentadas como patogénicas pelos programas
de predicdo e com frequéncia maior em nossa amostra do que na populagéo
mundial;

O polimorfismo rs1695 (GSTP1) mostrou aumentar o risco para o CaP. Além de
ter apresentado relagdo com os niveis de PSA nos individuos com CaP;

O rs25487 (XRCC1) mostrou aumentar o risco para o0 CaP e o0 gen6tipo selvagem
aumenta o risco para a HPB;

O rs1447295 (CASC8) estd relacionado com o aumento da prostata em
individuos com HPB e com o0 aumento do IMC em individuos com CaP;

Os SNPs rs1058205 (KLK3), rs486907 (RNASEL) e rs523349 (SRD5A2) nao
mostraram associa¢do com as patologias e nem com as variaveis analisadas;

Nas analises in silico, todos 0s genes apresentaram diferencas significativas no
perfil de expressdo entre os tecidos ndo-tumorais e 0s tumorais de prostata.
Mostrando que hd uma desregulacdo a nivel transcriptdmico nos tecidos
neoplasicos de prostata;

O FMOD apresentou resultados interessantes, no qual a expressdo se mostrou
diminuida nos estagios mais avancados de CaP avaliados através dos parametros
do PSA e do score de Gleason;

Esperamos que esses resultados auxiliem na determinacdo de marcadores
geneticos de suscetibilidade para o CaP e dessa forma possam contribuir para a
melhorar a abordagem de rastreio da populacdo masculina. Mesmo assim, vale
destacar, que outros estudos sdo necessarios para melhorar a compreensao do

impacto das variaces genémicas nessas doencas complexas.

“O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de Financiamento 001.”
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9 APENDICES

Apéndice A — Questionario de histérico clinico e familiar do paciente

USNSIRVEESR*>Sal. DIA-D E

>

Questionario de Historico Clinico do Paciente
“Analise de fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento do Cancer de
Proéstata e Hiperplasia Prostatica Benigna”

LabGen- UNIGRANRIO
Laboratério de GenéticaHumana
Escolade Ciéncias da Saude (Medicina)

Cadigo Paciente: Data da Coleta: / /
Nome: NUmero de Prontuério:
Nascimento: / / Idade: anos Idade ao Diagndstico: anos

Cor/Raca: ( ) Branca ( ) Amarela ( ) Parda ( ) Preta ( ) Indigena (IBGE)

Estado Civil: () Solteiro ( ) Casado ( ) Divorciado ( ) Viuvo

Escolaridade: ( )0 ( ) 1-4( )58 ( )9-12 () mais de 12 anos. Profissdo:

Grupo Amostral:

Queixa Principal:

OBS:

Medicamentos Usados:

Alergias: ( ) Nao ( ) Sim Qual?

Tabagista: ( ) Ndo ( ) Sim Etilista: ( ) Ndo ( ) Sim
Atividade Fisica: ( ) Nado ( ) Sim Frequéncia:
PA: X mmHag. Peso: kg. Altura: m. IMC: kg/m.
Antecedentes Pessoais Antecedentes Familiares
( ) Nenhum ( ) Nenhum
( ) Obesidade ( ) Céncer de Préstata
( ) Hipertensao Arterial ( ) Hiperplasia Prostatica Benigna
( ) Diabetes ( ) Céancer de Mama
( ) Apneia Obstrutiva do Sono ( ) Outro. Qual?
() Litiase ( ) Né&o sabe informar
() Cirurgia. Qual?
I-PSS Esvaziamento (Obstrutivos) Irritativos
(Armazenamento)
() Leve: 0 a7 pontos Jato Fraco ( )N&o ( )Sim | Polaciaria  ( )N&o ( )Sim
( ) Moderado: 8a 19 Jato Interrompido( )N&o ( )Sim | Poliaria ( )N&o ( )Sim
pontos Jato Afilado ( )N&o ( )Sim | Nocturia ( )Néo ( )Sim
() Grave: 20 a 35 pontos | Esforco Miccional ( )N&o ( )Sim | Disaria ( )N&o ( )Sim
Hesitancia ( )Né&o ( )Sim | Urgéncia ( )N&o ( )Sim
DorSuprapubica( )N&o ()Sim

Pos-miccional
Sensacao de esvaziamento vesical incompleto ( ) N&o ( ) Sim
Gotejamento P6s-miccional () Ndo () Sim
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Questionério de Histdrico Clinico do Paciente
“Analise de fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento do Cancer de
Proéstata e Hiperplasia Prostatica Benigna”

Score Internacional de Sintomas Prostaticos
(I-PSS — International Prostate Symptom Score)

vezes em média vocé
teve de se levantar a
noite para urinar?

Nenhuma Menos Menos Cerca Mais Quase
vez que que de quea | sempre
lvezem | ametade | metade | metade
cada 5 das vezes das das
Vezes Vezes

No ultimo més, quantas 0 1 2 3 4 5
vezes voceé teve a
sensacdo de ndo esvaziar
completamente a bexiga
apés terminar de urinar?
No ultimo més, quantas 0 1 2 3 4 5
vezes vocé teve de urinar
novamente em menos de
2 horas apds ter urinado?
No ultimo més, quantas 0 1 2 3 4 5
vezes vocé observou
que, ao urinar, parou e
recomecou varias vezes?
No altimo més, quantas 0 1 2 3 4 5
vezes vocé observou gue
foi dificil conter a urina?
No altimo més, quantas 0 1 2 3 4 5
vezes vocé observou gque
0 jato urinério estava
fraco?
No Gltimo més, quantas 0 1 2 3 4 5
vezes vocé teve de fazer
forca para comegar a
urinar?

Nenhuma 1 vez 2 vezes | 3vezes | 4vezes | 5vezes
No Gltimo més, quantas 0 1 2 3 4 5

Score I-PSS
() Sintomas leves: 0 a 7 pontos
( ) Sintomas moderados: 8 a 19 pontos

() Sintomas graves: 20 a 35 pontos

Referéncia: Adaptado de BARRY, M. J. et al. The American Urological Association
symptom index for benign prostatic hyperplasia. The Journal of Urology, v. 148, p.

1549-1557, 1992.
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“Analise de fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento do Cancer de
Proéstata e Hiperplasia Prostatica Benigna”

Questionario de Historico Clinico do Paciente

Exames
Datas [ [ [

Hemaécias (milhdes/mm?)

Hematdcrito (%)

Hemoglobina (g/dL)

Leucécitos Totais (mil/mm?®)

Plaquetas (mil/mm?®)

Glicose (mg/dL)

Hemoglobina Glicada (% Hb Total)

Ureia (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

Acido Urico (mg/dL)

Colesterol Total (mg/dL)

Colesterol LDL (mg/dL)

Colesterol HDL (mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

TGO/AST (U/L)

TGP/ALP (U/L)

PSA Total (ng/mL)

PSA Livre (ng/mL)

Relagéo PSALivrePSATotaI (%)

EAS

Ultrassonografia de Préstata Data: / /
Dimensoes da Prostata: X X cm
Peso: g
Residuo pds-miccional:
Comentarios:

Bidpsia de Prostata Data: / /
Negativa ( ) Positiva ( )
Score de Gleason:
Numero de Fragmentos:
Comentarios:

Outros

Tratamento e Conduta
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Apéndice B — Descrigdo das amostras da analise PAN-Cancer

Tecido Primario Tumoral (N)  N&ao-tumoral (N)
Bexiga 408 19
Mama 1097 114
Cervical 305 3
Via biliar 36 9
Célon 286 41
Esofago 184 11
Cérebro 156 5
Cabeca/Pescoco 520 44
Cromoéfobo renal (CR) 67 25
Celulas claras de rim 533 72
Celulas papilares de rim 290 32
Figado 371 50
Adenocarcinoma de pulmao 515 59
Carcinoma de pulméo 503 52
Pancreas 178 4
Prostata 497 52
Feocromoc':ltoma e 179 3
Paraganglioma (PCPG)

Reto 166 10
Sarcoma 260 2
Melanoma 472 1
Tireoide 505 59
Timo 120 2
Estbmago 415 34
Endométrio 546 35
Total 8609 738

Descricdo do nuimero de amostras tumorais e ndo-tumorais (pareadas) da andlise
PAN-Cancer do TCGA. N: nimero de amostras. Fonte: elaborada pelo autor.
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Apéndice C — Comparacdo das varidveis quantitativas em relagéo ao rs1695 (GSTP1)
Controle — rs1695 (GSTP1)

Variaveis AA AG GG P
IMC (kg/m?) (23;2;23,62) (24;3;2233,32) (23,23%37) 0.4
PSAotal (ng/mL) (0,4%?17,56) (0,705?27,14) (0,515;22?09) ool
PSAiivre (Ng/mL) o, 1(1{;206?49) (o,1oé?02,50) (0,108’;3025) o
Peso da Prdstata* (g) (23’(2)3’;22,00) (gg,ggzgg,oo) (26,32252)3,00) 0.95

. HPB — rs1695 (GSTP1)

Variaveis AA AG GG P
IMC (kg/m?) (zg,égég,?s) (23,2?;22,65) (25,3223?,05) 100
PSAtotal (ng/mL) (1,123:?34: 97) (1,12';';;756,72) (0,615,?33:34) 13
PSAiivre (ng/mL) o, 2(11502 93) (o,1oé?03:92) (0,102;21(3,00) oo
Peso da Prostata* () (37,23322,75) (33;;;22,50) (29,5%2;’652,76) 0.62

N—— — CaP — rslGiS G(GSTPl) — 0
IMC (kg/m?) 2154?;01 05) (24,52;?),3,33) (26,52222,96) 0,95
PSAotal (ng/mL) (2,12}23,73) (8,7105;’332(?17) (5,35i?57,43) -
PSAuivre (Ng/mL) (0,001,?11,33) (1,011,;229,79) (0,105,;105,15) 0.07
Peso da Prostata* (g) 7500 o0 s 0,68

(23,25;80,03) (27,50;50,95)  (53,00;53,00)
Os valores indicam a mediana (1° quartil; 3° quartil). p é o valor de significancia das diferengas entre
0s grupos, avaliado através do teste de Kruskall-Wallis. IMC: indice de massa corporal; PSA:
antigeno especifico da préstata. *Peso da préstata foi avaliado por ultrassonografia transretal.
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Apéndice D — Comparacdo das variaveis qualitativas em relagdo ao rs1695 (GSTP1)

SNP ID Cor/Raga (IBGE) - HPB
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
AA 22 31 21 74
AG 15 11 18 44 0.40
GG 4 3 4 11
Total 41 45 43 129
rs1695
(GSTP1) Cor/Raca (IBGE) — CaP
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
AA 5 7 2 14
AG 13 12 8 33 0.83
GG 1 1 0 2
Total 19 20 10 49
SNP ID I-PSS - HPB
Gendtipo Leve Moderado Grave  Total p
AA 35 17 24 76
AG 19 8 17 44
0,36
GG 4 5 2 11
Total 58 30 43 131
rs1695
(GSTP1) I-PSS - CaP
Genotipo Leve Moderado Grave Total p
AA 2 0 4 6
AG 9 5 8 22
0,44
GG 0 0 1 1
Total 11 5 13 29
SNP ID Score de Gleason — CaP
Genotipo 2-6 7(3+4) 7 (4+3) 8-10 Total p
1695 AA 2 1 3 2 8
((;SSTPl) AG 2 5 7 519
GG 1 0 0 0 1
Total 5 6 10 7 28

Os valores mostram a distribui¢do de individuos em cada grupo. p é o valor de significAncia
das diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. O I-PSS (Score
Internacional de Sintomas Prostaticos) foi dividido de acordo com o quadro sintomatico do
paciente. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes grupos: Gleason entre 2 e 6,

7(3+4), 7(4+3) e entre 8 e 10.

128



Apéndice E — Comparagdo das variaveis quantitativas em relacdo ao rs1058205 (KLK3)
Controle — rs1058205 (KLK3)

Variaveis cC CT TT P
IMC (kg/m?) (22,52;2529,76) (24,223?;;3,65) (23,22;2:,89) 0.86
PSAtotal (Ng/mL) (0,23;?51,79) (0,50(;?12,60) (0,518’;01(?83) 03
PSAivre (ng/mL) (o,gél;%zg (0,13;2538) (0,105?02,50) 008
Peso da Prostata* (g) (23’204(')’;%’ 00 (2633;?12, 25) (22;8;2(1)’ 25) 0,35

Variaveis . HPB — r510522T05 (KLK3) — :
IMC (kg/m?) (23,52222,75) (23,22;22,80) (23,2223{23,52) 099
PSAtotal (ng/mL) (0,629’?38,06) @, 123:?52,93) (1,026 ;132,70) 0.2
PSAlre (ng/mL) o109 Omie o8y O
Peso da Prostata™ (g) (35?2;32,50) (36,3?;22,25) (35,322(5)2,00) 0.85

Varidveic - CaP - rslosf(s:2$5 (KLK3) — ;
IMC (kg/m?) (23,32222,09) (24,32}23,55) (24,2?;22,69) 0.15
PSAtotal (ng/mL) (9,7211;,2980,13) (5,3311;,8851,77) (5,919(? ,1662,80) 0.2
PSAuivre (ng/mL) (1,010,?12,03) (0,019,;753,09) (0,815,;026?36) 0.83
Peso da Préstata* () 22,90 S e 0,43

(21,00;86,70) (25,50;64,75)  (33,10;56,50)

Os valores indicam a mediana (1° quartil; 3° quartil). p € o valor de significancia das diferencas
entre os grupos, avaliado através do teste de Kruskall-Wallis. IMC: indice de massa corporal;
PSA: antigeno especifico da prostata. *Peso da prostata foi avaliado por ultrassonografia
transretal.

129



Apéndice F — Comparacdo das variaveis qualitativas em relacdo ao rs1058205 (KLK3)

SNP ID Cor/Raga (IBGE) - HPB
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
CC 1 3 8 12
CT 13 18 15 46 0.08
TT 27 24 20 71
Total 41 45 43 129
rs1058205
(KLK3) Cor/Raca (IBGE) — CaP
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
CC 1 3 2 6
CT 4 8 4 16 0.33
TT 14 9 4 27
Total 19 20 10 49
SNP ID I-PSS - HPB
Gendtipo Leve Moderado Grave  Total p
CC 4 2 7 13
CT 2 11 13 46
0,54
TT 32 17 23 72
Total 58 30 43 131
rs1058205
(KLK3) I-PSS - CaP
Genotipo Leve Moderado Grave Total p
CC 2 0 1 3
CT 1 3 7 11
0,15
TT 8 2 5 15
Total 11 5 13 29
SNP ID Score de Gleason — CaP
Genotipo 2-6 7(3+4) 7(4+3) 2-6 Total p
rs1058205 cc - 0 : : :
(KLK3) CT 1 4 1 2 8 022
TT 3 2 8 3 16
Total 5 6 10 7 28

Os valores mostram a distribui¢do de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. O I-PSS (Score
Internacional de Sintomas Prostaticos) foi dividido de acordo com o quadro sintomético do
paciente. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes grupos: Gleason entre 2 e 6, 7(3+4),
7(4+3) e entre 8 e 10. Os niveis de PSA (antigeno especifico da prostata) foram divididos em:
PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10 ng/mL e acima de 10 ng/mL.
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Apéndice F — Comparacdo das variaveis qualitativas em relagdo ao rs1058205
(KLK3) (continuacéo)

SNP ID Niveis de PSA - HPB
Genotipo <4 4-10 >10 Total p
CcC 9 1 1 11
CT 21 10 3 34 0.39
TT 43 10 2 55
Total 73 21 6 100

rs1058205

(KLK3) Niveis de PSA — CaP
Genotipo <4 4-10 >10 Total p
CcC 0 1 4 5
CT 2 2 7 11 0.71
TT 3 8 13 24
Total 5 11 21 40

Os valores mostram a distribuicdo de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. O I-PSS (Score
Internacional de Sintomas Prostaticos) foi dividido de acordo com o quadro sintomatico do
paciente. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes grupos: Gleason entre 2 e 6, 7(3+4),
7(4+3) e entre 8 e 10. Os niveis de PSA (antigeno especifico da prostata) foram divididos em:
PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10 ng/mL e acima de 10 ng/mL.
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Apéndice G — Comparacao das variaveis quantitativas em relacao ao rs486907
(RNASEL)

Controle — rs486907 (RNASEL)

Variaveis GG GA AA P
IMC (kg/m?) 23;3;22,56 24,32223,02 19,2;33,76 084
PSAtotal (Ng/mL) 0, 504?1? 76 0,514{;11(?98 0,307'?07,37 0.33
PSAiivre Mg/mL) 0,109’?01, 40 01053(§5 67 0,006,;00(?06 .
Peso da Prostata* (g) 23;(7);28,10 21,32222,25 31,3322(1),00 0.78

ariaveie GGHPB - rs4869£);; (RNASEL) - )
IMC (kg/m?) 23,22;22,76 24,28222,38 24,33222,90 0:23
PSAxotal (ng/mL) 1,022;3:: 82 1,023:?298 1,436’?56,27 0.75
PSAuivre (ng/mL) 0, 203501 89 01084(?93 0,507’?17,03 059
Peso da Prostata™ (g) 35,33);23,84 37,23332,00 32;3;23,00 04t

ariaves GGCaP - rs48692;7A(RNASEL) - )
IMC (kg/m?) 24,:2;23,98 24,222:1)5,79 24,52;2?,18 0.70
PSAtotal (Ng/mL) 6,61;,2271,9 1 301522619 90 6,91?3,;:,32 ot
PSAuivre (ng/mL) 1,013,?12 91 0,012,?2(? 43 0,105,?11,03 0,24
Peso da Prdstata* (g) 3200 >0.58 o 0.47

27,50;52,00 26,00;100,00 31,20;35,00
Os valores indicam a mediana (1° quartil; 3° quartil). p é o valor de significancia das diferengas entre
0s grupos, avaliado através do teste de Kruskall-Wallis. IMC: indice de massa corporal; PSA:
antigeno especifico da préstata. *Peso da préstata foi avaliado por ultrassonografia transretal.
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Apéndice H — Comparacao das variaveis qualitativas em relacdo ao rs486907

(RNASEL)
SNP ID Cor/Raca (IBGE) - HPB
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
GG 25 20 29 74
GA 14 20 12 46 023
AA 2 5 2 9
Total 41 45 43 129
rs486907
(RNASEL) Cor/Raca (IBGE) — CaP
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
GG 12 12 8 32
GA 5 6 2 13
0,79
AA 2 2 0 4
Total 19 20 10 49
SNP ID I-PSS - HPB
Genotipo Leve Moderado Grave Total p
GG 37 15 23 75
GA 18 11 18 47
0,40
AA 3 4 2 9
Total 58 30 43 131
rs486907
(RNASEL) I-PSS - CaP
Genotipo Leve Moderado Grave Total p
GG 7 2 7 16
GA 3 2 5 10
0,88
AA 1 1 1 3
Total 11 5 13 29
SNP ID Score de Gleason — CaP
Genotipo 2-6 7(3+4) 7(4+3) 2-6 Total p
186907 GG 5 4 8 5 22
(;SN AsEL) CA 0 2 2 0 4 o
AA 0 0 0 2 2
Total 5 6 10 7 28

Os valores mostram a distribui¢do de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. O I-PSS (Score
Internacional de Sintomas Prostaticos) foi dividido de acordo com o quadro sintomatico do
paciente. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes grupos: Gleason entre 2 e 6, 7(3+4),

7(4+3) e entre 8 e 10.
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Apéndice | — Comparacéo das variaveis quantitativas em relacéo ao rs523349
(SRD5A2)

Controle — rs523349 (SRD5A2)

Variaveis cc CG GG Y
IMC (kg/m?) (24,52223,41) (23,:2;22,36) (225223,92) 0.97
PSAtotal (Ng/mL) (0,4%?25?31) (1,314:?14:89) (0,309,;60?88) o2
PSAlivre (ng/mL) (0,1%;209, 55) (0,10é?02,47) (0,009,;207,36) o
Peso da Prostata* (g) (25,(2)3222,00) (21,53222,10) (27,33222,00) 050

Varidveis CCHPB - r55233cé:12; (SRD5A2) — D
IMC (kg/m?) (23,22232,39) (23,?2?22,73) (23;?;2;,92) 0.9
PSAtotal (ng/mL) (1,0241?56,79) (1,1523,75) (0,9295;732,69) 0.9
PSAiivre (ng/mL) (0@%?1%01) (0,221?07,87) (0,20?;;408,48) 090
Peso da Prdstata* (g) 47,00 o0 b 0.93

(36,15:66,60)  (34,50;68,94)  (37,35:60,75)

CaP - rs523349 (SRD5A2)

Variaveis cC e GG p
IMC (kg/m?) (25;2;2;,50) (24,32322,72) (30,2222?),04) 0.53
PSAwral (ng/mL) (5,5101;:’3253,38) (6,8117;,223(?50) (9,9112; fs?m) 0.90
PSAlire (ng/mL) (1,012,;560,04) (o,zoé?zs,oza) (1,01:9;?503) 0.27
Peso da Prostata* () 36,95 32,00 00,00 0,43

(27,75;36,55) (25,00;50,95)  (60,00;60,00)
Os valores indicam a mediana (1° quartil; 3° quartil). p é o valor de significancia das diferengas entre
0s grupos, avaliado através do teste de Kruskall-Wallis. IMC: indice de massa corporal; PSA:
antigeno especifico da préstata. *Peso da prostata foi avaliado por ultrassonografia transretal.
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Apéndice J — Comparacao das variaveis qualitativas em relacdo ao rs523349 (SRD5A2)

SNP ID Cor/Raga (IBGE) - HPB
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
CC 23 22 16 61
CG 13 14 22 49 021
GG 5 9 5 19
Total 41 45 43 129
rs523349
(SRD5A2) Cor/Raca (IBGE) — CaP
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
CC 9 11 5 25
CG 9 8 5 22 0.93
GG 1 1 0 2
Total 19 20 10 49
SNP ID I-PSS - HPB
Gendtipo Leve Moderado Grave  Total p
CC 25 15 21 61
CG 25 13 13 51
0,40
GG 8 2 9 19
Total 58 30 43 131
rs523349
(SRD5A2) I-PSS - CaP
Genotipo Leve Moderado Grave Total p
CC 7 1 8 16
CG 3 4 5 12
0,25
GG 1 0 0 1
Total 11 5 13 29
SNP ID Score de Gleason — CaP
Genotipo 2-6 7(3+4) 7(4+3) 2-6 Total p
593349 CC 2 3 5 3 13
(rSSRDS n2) CC 3 2 5 L L B
GG 0 1 0 0 1
Total 5 6 10 7 28

Os valores mostram a distribui¢do de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. O I-PSS (Score
Internacional de Sintomas Prostaticos) foi dividido de acordo com o quadro sintomético do
paciente. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes grupos: Gleason entre 2 e 6, 7(3+4),
7(4+3) e entre 8 e 10. Os niveis de PSA (antigeno especifico da prostata) foram divididos em:
PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10 ng/mL e acima de 10 ng/mL.
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Apéndice J — Comparacdo das varidveis qualitativas em relacdo ao rs523349
(SRD5A2) (continuacgéo)

SNP ID Niveis de PSA - HPB
Genotipo <4 4-10 >10 Total p
CcC 33 10 5 48
CG 25 10 0 35
0,24
GG 14 22 1 17
Total 72 22 6 100
rs523349
(SRD5A2) Niveis de PSA — CaP
Genotipo <4 4-10 >10 Total p
CC 4 5) 12 21
CG 1 5) 11 17 0.70
GG 0 1 1 2
Total 5 11 24 40

Os valores mostram a distribuicdo de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. O I-PSS (Score
Internacional de Sintomas Prostaticos) foi dividido de acordo com o quadro sintomatico do
paciente. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes grupos: Gleason entre 2 e 6, 7(3+4),
7(4+3) e entre 8 e 10. Os niveis de PSA (antigeno especifico da prostata) foram divididos em:
PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10 ng/mL e acima de 10 ng/mL.
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Apéndice K — Comparacao das variaveis quantitativas em relacao ao rs25487 (XRCC1)
Controle — rs25487 (XRCC1)

Variaveis AA AG GG P
IMC (kg/m?) (24,53223,92) (23,523?1;23,37) (23,&2;;;28,12) 071
PSAtotal (ng/mL) (0,405;?574) 0,6?;11,798) (0,409’;71?49) -
PSAiivre (ng/mL) (0,1%;107,20) 0,221;3?47) (0,103’:20?50) -
Peso da Prostata™ (g) (25,53222,00) (22,58328,20) (23,3%222,00) 0.49

- HPB — rs25487 (XRCC1)

Variavelis AA AG GG P
IMC (kg/m?) (25;;;22,69) (23;2;23,28) (24;2;;8,72) 0.23
PSAotal (ng/mL) (1,125;?6?18) (1,0(?;;,76) (1,028’;766,75) 0.59
PSAuivre (Ng/mL) o, 300104 62) (0,205;?02,83) (0,707,;717,47) 0:30
Peso da Prostata™ (g) (32,22;28,69) (43,;13;22,33) (45,22222,20) 0.09

ariaveis - CaP - r3254'2z5 (XRCC1) - )
IMC (kg/m?) (25,32323,25 (23,?2;22,13) (26,5223(2),90) 047
PSAtotal (ng/mL) (5,53,;2613,38) (5,2141;,225 85) (8,211::3631,23) 0,64
PSAiivre (ng/mL) (0,417,?10,73) (0,915,;228?20) (0,515,;043,00) o
Peso da Préstata* (g) 37,00 5555 oSt 0,99

(26,50;56,50) (28,00;63,17)  (28,00;76,20)
Os valores indicam a mediana (1° quartil; 3° quartil). p é o valor de significancia das diferengas entre
0s grupos, avaliado através do teste de Kruskall-Wallis. IMC: indice de massa corporal; PSA:
antigeno especifico da préstata. *Peso da préstata foi avaliado por ultrassonografia transretal.
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Apéndice L — Comparacdo das variaveis qualitativas em relacéo ao rs25487 (XRCC1)

SNP ID Cor/Raga (IBGE) - HPB
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
AA 8 2 2 12
AG 22 30 30 82 0.10
GG 10 12 11 33
Total 40 44 43 127
rs25487
(XRCC1) Cor/Raca (IBGE) — CaP
Gendtipo  Branca Parda Preta  Total p
AA 4 2 0 6
AG 9 7 4 20 035
GG 6 11 6 23
Total 19 20 10 49
SNP ID I-PSS - HPB
Gendtipo Leve Moderado Grave  Total p
AA 4 3 7 14
AG 38 18 26 82
0,62
GG 16 8 9 33
Total 58 29 42 129
rs25487
(XRCC1) I-PSS - CaP
Genotipo Leve Moderado Grave Total p
AA 1 0 2 3
AG 5 0 5 10
0,26
GG 5 5 6 16
Total 11 5 13 29
SNP ID Score de Gleason — CaP
Genotipo 2-6 7(3+4) 7(4+3) 2-6 Total p
o54g7 AA 1 1 2 0 4
(;(SRCCD AG 2 1 4 ¢
GG 2 4 4 3 13
Total 5 6 10 7 28

Os valores mostram a distribui¢do de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. O I-PSS (Score
Internacional de Sintomas Prostaticos) foi dividido de acordo com o quadro sintomético do
paciente. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes grupos: Gleason entre 2 e 6, 7(3+4),
7(4+3) e entre 8 e 10. Os niveis de PSA (antigeno especifico da prostata) foram divididos em:
PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10 ng/mL e acima de 10 ng/mL.
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Apéndice L — Comparacdo das variaveis qualitativas em relacdo ao rs25487
(XRCC1) (continuacéo)

SNP ID Niveis de PSA - HPB
Genotipo <4 4-10 >10 Total p
AA 8 2 1 11
AG 48 12 1 61 0.27
GG 16 7 3 26
Total 72 21 5 98
rs25487
(XRCC1) Niveis de PSA — CaP
Genotipo <4 4-10 >10 Total p
AA 0 3 2 5
AG 3 4 10 17
0,45
GG 2 4 12 18
Total 5 11 24 40

Os valores mostram a distribuicdo de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. O I-PSS (Score
Internacional de Sintomas Prostaticos) foi dividido de acordo com o quadro sintomatico do
paciente. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes grupos: Gleason entre 2 e 6, 7(3+4),
7(4+3) e entre 8 e 10. Os niveis de PSA (antigeno especifico da prostata) foram divididos em:
PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10 ng/mL e acima de 10 ng/mL.
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Apéndice M — Comparagéo das variaveis qualitativas em relacéo ao rs1447295

(CASCS)
SNP ID I-PSS - HPB
Genotipo Leve Moderado Grave  Total p
AA 3 3 2 8
AC 12 4 11 27
0,67
CC 43 22 30 95
Total 58 29 43 130
rs1447295
(CASCS) I-PSS — CaP
Genotipo Leve Moderado Grave  Total p
AA 0 1 1 2
AC 2 0 0 2
CC 9 4 12 25 0.25
Total 11 5 13 29
SNP ID Score de Gleason — CaP
Genbtipo 2-6 7(3+4) 7(4+3) 2-6 Total p
1447295 AR 0 ' ° > .
r(sc ascg) AC 0 0 1 3 4 e
CC 4 5 8 4 21
Total 4 6 9 7 26
SNP ID Niveis de PSA — HPB
Genotipo <4 4-10 >10 Total p
AA 4 0 0 4
AC 20 3 2 25
0,45
CC 48 18 4 70
Total 72 21 6 99
rs1447295
(CASCB) Niveis de PSA — CaP
Genotipo <4 4-10 >10 Total p
AA 0 0 1 1
AC 0 1 4 5
0,74
CC 5 9 18 32
Total 5 10 23 38

Os valores mostram a distribui¢do de individuos em cada grupo. p é o valor de significancia das
diferencas entre os grupos, avaliado através do teste do qui-quadrado. O I-PSS (Score
Internacional de Sintomas Prostaticos) foi dividido de acordo com o quadro sintomético do
paciente. O Score de Gleason foi organizado nos seguintes grupos: Gleason entre 2 e 6, 7(3+4),
7(4+3) e entre 8 e 10. Os niveis de PSA (antigeno especifico da prostata) foram divididos em:
PSA abaixo de 4 ng/mL, entre 4 e 10 ng/mL e acima de 10 ng/mL.
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10 ANEXOS
Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

USNSIRVEESR>Sal. DI A-D E

-
-~
-
>

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar, como voluntério, da pesquisa “Analise
de fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento do Céancer de Prostata e
Hiperplasia Prostatica Benigna”, no caso de vocé concordar em participar, favor
assinar ao final do documento. Sua participacdo ndo € obrigatéria, e, a qualquer
momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo
trard nenhum prejuizo em sua relagcdo com o pesquisador (a) ou com a instituicao.
Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e endereco do

pesquisador(a) principal, podendo tirar davidas do projeto e de sua participacao.

Os objetivos desse estudo s&o:
1)Este projeto se propde estudar fatores genéticos que possam estar influenciando o
desenvolvimento de doencas caracteristicas da popula¢do idosa masculina como o
Cancer de Prostata e Hiperplasia Prostatica Benigna.
2)Pretende-se ainda, estudar fatores que modulem o risco de desenvolver tais doengas.
3)Compreender a forma de atuacdo de todos esses fatores de maneira a identificar a
doenca de maneira precoce que permita adotar os tratamentos e cuidados médicos mais
adequados para atenuar ou diminuir esses riscos.

Sua participacao nesta pesquisa consistird em realizar a leitura e assinatura do
termo de consentimento para que sejam coletadas amostras de 5 ml de sangue total e
utilizadas para posterior extracdo de DNA, podendo ser solicitada uma segunda coleta,
caso o0 material ndo seja suficiente ou sofra algum tipo de alteracdo (coagulacéo,
hemdlise), sem que isto acarrete nenhum prejuizo ou risco para a saude do
paciente, exceto aqueles relacionados com um pequeno desconforto comum a
retirada rotineira de sangue, que sera realizada por pessoal previamente treinado.

O material bioldgico coletado (sangue) serd encaminhado ao LabGen
(Laboratorio de Genética Humana da UNIGRANRIO para o estudo molecular. Serdo
respeitadas as normas vigentes para Pesquisa em Seres Humanos segundo a resolucao
do Ministério da Saude 196/96, especialmente relevantes aos estudos de carater
genetico.
Custo/Reembolso para o participante: A participacdo nesta pesquisa ndo envolvera
custo adicional com sua participacdo. As consultas, exames, tratamentos serdo
totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranca com o que seré realizado. VVocé
também nao recebera nenhum pagamento com a sua participacéo.
Confidencialidade da pesquisa: O sigilo e a confidencialidade das informacGes obtidas
pelo estudo serdo preservados. A identidade dos participantes ndo serad revelada, pois
cada amostra de material biolégico fara parte de um banco de dados identificados por
cddigos especificos. Os resultados serdo utilizados com fins cientificos, podendo ser

LabGen-UNIGRANRIO
Laboratério de GenéticaHumana
Escolade Ciéncias da Saude (Medicina)
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publicados em revistas cientificas. Os individuos que se opuserem a ingressar no
projeto, ou que quiserem se retirar do mesmo, ndo sofrerdo nenhum tipo de penalidade
referente ao seu atendimento clinico, acesso a tratamentos disponiveis, ou acesso a
qualquer outro tipo de atividade assistencial e/ou de pesquisa que por ventura possam
existir no futuro.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o
senhor, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a
qualquer momento com os pesquisadores responsaveis.
Pesquisadora responsavel: Tamara Silva

Endereco: LabGen — Laboratério de Genética Humana/Escola de Ciéncias da
Saude / Universidade do Grande Rio — Bloco F — Rua José de Souza Herdy 1160,
Duque de Caxias, RJ; CEP 25071-202; Telefone: (21) 2672-7881; Email:
bio.tamarasilva@gmail.com

%IYYWW\ SZL\TC\

Tamara Silva
Pesquisadora Responsavel
Tel.: (21) 2672-7881
Email: bio.tamarasilva@gmail.com

Eu, :
declaro que li as informacGes contidas nesse documento, fui devidamente informado
pelos procedimentos que serdo realizados, riscos e desconfortos, beneficios,
custo/reembolso dos participantes, confidencialidade da pesquisa, concordando ainda
em participar da pesquisa. Foi-me garantido que posso retirar 0 consentimento a
qualquer momento, sem qualquer penalidade ou interrupcdo de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Declaro ainda que recebi uma coOpia desse
Termo de Consentimento. Poderei consultar a pesquisadora responsavel (acima
identificada), a quem poderei contatar a qualquer momento que julgar necessario através
do telefone (021) 2672-7881 ou e-mail bio.tamarasilva@gmail.com sempre que
entender necessario obter informacdes ou esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa e
minha participacdo no mesmo. A pesquisadora me informou que o projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na
Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160 — CEP 25071-202 — Telefone (021) 2672-7733 —
Endereco Eletrénico: cep@unigranrio.com.br.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publicacBes cientificas, desde que meus dados
pessoais ndo sejam mencionados.

, de de 20 .

ASSINATURA DO VOLUNTARIO
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Anexo B — Comprovante de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (Unigranrio)

iU NI VERSIDADE

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Dugque de Caxias, 23 de agosto de 2018
Do: Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO

Para Pesquisadora Principal: Tamara Silva
Para Orientadores: Prof. Dr. Pedro Hernan Cabello Acero
Prof. Dr. Paulo Emilio Correa Leite

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO, apés avaliagdo considerou
aprovado o projeto de pesquisa “RASTREAMENTO DE MUTACOES EM GENES
ASSOCIADAS AO DESENVOLVIMENTO DO CANCER DE PROSTATA E DA
HIPERPLASIA BENIGNA PROSTATICA E  AVALIACAO DE
NANOPARTICULAS QUANTO A EFICIENCIA E CITOTOXICIDADE DA
DOXORRUBICINA”, protocolado sob o mimero de CAAE 88510618.8.0000.5283,
encontrando-se a referida pesquisa e 0 Termo de consentimento Livre e Esclarecido em
conformidade com a Résolugio N.° 466, de 12 de Dezembro de 2012, do Conselho

Nacional de Saude, sobre pesquisa envolvendo seres humanos.

Os pesquisadores deverdo informar a0 Comité de Etica qualquer acontecimento
ocorrido no decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica em Pesquisa solicita a V. S, que ao término da pesquisa,

conforme cronograma apresentado, encaminhe a este comité um sumario dos resultados do
projeto, a fim de que seja expedido o certificado de aprovagéo final.

Prof’ enato (Zam rotti

Coordenador do CEP-UNIGRANRIO

Quodrton e uiE

Andreia Peter Christo
Secretaria do CEP/UNIGRANRIO

CEP/UNIGRANRIO - COMITE DE ETICA EM PESQUISA da UNIGRANRIO
Rua Prof. José¢ de Souza Herdy, 1160 - 25 de Agosto — Duque de Caxias — CEP: 25071-202
Tel: 21 2672-7733 — E-mail: cep@unigranrio.com.br
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Anexo C — Comprovante de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (INCA)

e "\ INSTITUTO NACIONAL DE
( INCA  CANCER JOSE ALENCAR Qo™

GOMES DA SILVA - INCA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Institulgio Coparticipants
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Peaquisa: Rastreamsnio de mutagdes em genes associados a0 desanvolvimento do CAncer de
Préstata e da Hiperplasia Benigna Prostédtica e avaliagio de nanoparticulas quanto &
eficibncia e citotoxicidade da doxorrubicing

Pesgulsador: TAMARA SILVA

Area Temitica: Genética Humana:
({Trala-sa de pesquisa envolvendo Gendlica Humana que nio necassita de andlise
ética por parte da CONEF,),

Verslo: 5

CAAE: BB510818.8.3002.5274

Institulgio Proponente: Coordenaclo de Pesquisa
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Nimara do Parecer: 3 656 168

Apressntacio do Projeto:
Conforme descrito no Parecer Consubslanciado CEP/INCA n® 3.410.724 de 25/06/2019.

Objetive da Pesquisa:
Conforme descrite no Parecer Consubstanciado CEP/INCA n® 3.410.724 de 25/06/2019,

Avallagio dos Riscos g Beneficios:
Conforme descrito no Parecer Consubstanciado CEP/INCA n® 3.410.724 de 25/06/2018,

Comentérios @ Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de resposta ao Parecer Consubstanciado CEP/INCA n® 3 639.081 de 1410/2019
Estudo exploratrio para investigar a associagio de polimorfismos genéticos (SMNP) com o

Endereco:  RUA DO RESENDE. 128 - SALA 204

Balrrg: CENTRO CEP: 20.231-082
UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO
Telsfone: [21)2207-4550 Fax: (21)3207-4556 E-mall: cepgincagov.br

Contirwumcds do Parscer: ) 555,158

Bituaghio do Parscer:
Aprovado

Mecessita Apreclacio da COMNEP:
Néo

RIO DE JANEIRO, 24 de Oulubro da 2018

Assinado por:
Carlos Henrigue Debanedito Siiva
(Coordenador{a))
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