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Abstract

The prostate gland is intimately related with reproductive and urinary
functions, commonly disturbed by a series of diseases. Besides reducing
the quality of life, they consist in serious life risk particularly to the aging
men. Dynamic interactions between the epithelium and stroma in the gland
regulate various aspects of development, function and pathologies. The
WFDCI gene is expressed by smooth muscle cells in the prostate stroma
and its product ps20 was shown to control epithelial cell behavior,
extracellular matrix organization and angiogenesis. It is supposed to
function as a serine protease inhibitor, as other members of its family do.
Two transcripts are produced as a result of alternative splicing. The first
(WFDC1) retains all exons and the second (Delta 3) lacks the exon 3. In
this work, we investigated the quantitative relationship among these two
splicing variants, using qRT-PCR (Taqman) probing the junctions between
exons 2-3 and 2-4, in benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostate
cancer (PCA) samples from tissue banks. The expression of the MYHII
gene was used to estimate the content of smooth muscle cells in the
samples. The results demonstrate that the samples could be divided in two
groups with low or high expression of MYHII, the first corresponding to
the lower quartile of expression values). WFDC1 and MYHII expression
were correlated in the BPH samples. Delta 3 expression was independent
of both WFDC1 and from WFDCI1. The ratio between the variants WFDC1
and Delta 3 varied exponentially in five orders of magnitude. The the ratio
between the two variants also varied exponentially, with BPH and PCA
samples arranged in discrete and intercalated subgroups. The distribution
of populations with different expression levels preserved the ratios 10:1,
1:1 and 1:3. Either variant was absent in only a few samples. In
conclusion, the expression of WFDCI and it WFDC1 variant correlates
with but is not conditioned to the differentiation of smooth muscle cells,
while Delta 3 is completely independent and is positively correlated with
PCA grade (as assessed by the summed Gleason score). Unknown factors
independent of age, BPH or PCA incidence are likely influencing Delta 3

expression.
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Resumo

7

A préstata é alvo de afeccdes severas que comprometem a funcido urindria, a
qualidade de vida e que consistem em risco de vida aos individuos do sexo
masculino, particularmente com o avancar da idade. Interacdes dinamicas entre
o epitélio prostdtico e o estroma, regulam vdrios aspectos do desenvolvimento,
da funcdo e das patologias prostaticas. O gene WFDCI ¢é expresso pelas células
musculares lisas do estroma prostdtico normal e tem funcdo na regulacdo do
comportamento do epitélio, na organizacdo da matriz extracelular e na regulagdo
da angiogénese. Dois transcritos principais sdao oriundos de splicing alternativo
do transcrito primdrio: um com todos os éxons (WFDC1) e outro sem o éxon 3
(Delta 3). Neste trabalho, investigamos as rela¢cdes quantitativas entre estas
duas variantes, com emprego de qRT-PCR (Tagman) e sondas para as juncgdes
dos éxons 2-3 e 2-4, em amostras de hiperplasia prostdtica benigna (BPH) e de
cancer de prostata (PCA) provenientes de bancos de tecidos. A expressdo do
gene marcador MYHII foi utilizada como estimativa do conteddo de células
musculares lisas nas amostras. Os resultados demonstraram que as amostras
puderam ser dividas em dois grupos com expressdo diferencial da MYHII(um
com baixa expressdo e outro com alta miosina, sendo o primeiro correspondente
ao quartil inferior da distribuicdo dos valores de expressdo). Foi demonstrada
correlacdo entre a expressao de WFDC1 e MYHII em BPH, mas ndo em PCA,
enquanto ndo houve correlagdo entre Delta 3 e WFDC1 e nem com MYHII. O
conteddo de Delta 3 variou em cinco ordens de magnitude em comparagdo ao de
WFDCI1. A razdo entre as duas variantes apresentou variagdo exponencial,
distribui¢des discretas e intercaladas das amostras de BPH e de PCA, que se
distribuiram em populag¢des que preservaram as relacdes 10:1; 1:1 e 1:3. Poucas
amostras estiveram livres de cada uma destas variantes. Em conclusido, a
expressdo do gene WFDCI e de sua variante WFDC1 correlaciona-se com a
diferenciacdo das células musculares lisas, mas ndo estd condicionada a ela,
enquanto a expressdo de Delta 3 é completamente independente deste pardmetro
e tem correlacdo positiva com o progressio do PCA, quando o sistema de
classificacao de Gleason (Gleason 1 + Gleason 2) foi considerado.

Adicionalmente, fatores independentes da idade, incidéncia de BPH ou PCA, sao



mais influentes na determinag¢do da quantidade total e da proporcdo entre as

duas variantes.

Palavras-chave: Prostata, Hiperplasia prostdtica benigna, Neoplasias da

préstata, processamento alternativo.
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1. INTRODUCAO

A préstata é uma glandula acesséria do aparelho reprodutor masculino,
cuja principal funcdo ¢é secretar componentes constituintes do sémen,
proporcionando um ambiente adequado a sobrevivéncia dos espermatozdides
no trato genital feminino, fornecendo elementos que estimulam sua
mobilidade ao lado de moléculas com propriedades anti-inflamatdérias e
imunomoduladoras. A prdstata também faz parte do sistema imune de
mucosas, com funcdo preponderante baseada na secrecdo de imunoglobulinas
secretérias (IgA e IgG). (Schauer and Rowley, 2011)

O epitélio secretor prostidtico possui um arranjo de dcinos inserido no
estroma fibromuscular composto por diversos tipos celulares, representado
primariamente por células musculares lisas. Enquanto o conhecimento sobre a
importincia da préstata na funcdo reprodutiva ainda carece de
aprofundamento, o interesse no 6rgdo decorre principalmente em funcdo das
doencas relacionadas ao 6rgido, com nitido viés na direcdo dos aspectos
relacionados a infec¢des, inflamacdes e neoplasias benignas e malignas
(Farnsworth, 1999; Schauer and Rowley, 2011).

Dentre os aspectos estruturais da préstata normal, destacam-se trés
populacdes fenotipicamente distintas de células epiteliais: 1) as células
epiteliais luminais secretoras que expressam o antigeno prostdtico especifico
(PSA), o receptor de andrégeno (AR) e as citoqueratinas (CKs) 8 e 18, além
do marcador CD57; 2) as células basais, que expressam citoqueratinas de alta
massa molecular (CK14) e o marcador CD44 e 3) as células neuroenddcrinas
responsdveis pela secrecdo de serotonina, componentes das cromograninas,
calcitonina, peptideos semelhantes a gonadotropina coridnica e ao hormdnio
estimulante da tiredide, peptideos liberadores de bombesina/gastrina,
somatostatina e a proteina relacionada ao hormonio da paratiredide. Além do
epitélio, a prdstata apresenta um rico estroma subjacente. Verifica-se a
presenca de dois tipos celulares predominantes no estroma prostdtico: as
células musculares lisas (CML), responsdveis pela acdo contrdtil e pela
interconversdo do hormdnio masculinizante testosterona em diidrotestosterona
(DHT); e os fibroblastos. Ambos os tipos celulares estio envolvidos com a

producido/manutencdo da matriz extracelular prostdtica (Alonso-Magdalena et

23



al., 2009; Schauer and Rowley, 2011). Tem sido sugerido que as células
estromais influenciam o crescimento epitelial prostdtico ndo somente durante
o desenvolvimento, mas também nas neoplasias, diferindo em diferentes
estdgios da progressdo e no estabelecimento tumoral. Além disso, parte da
neovascularizacdo do cancer, por exemplo, envolve reacdes do estroma
prostdtico. As células musculares lisas produzem o fator de crescimento de
fibroblastos 10 (FGF10), dentre outros, que medeia interacdes autdcrinas e
pardcrinas da glandula (Taboga et al., 2008; Thomson et al., 2008)

A estrutura normal de uma préstata adulta é composta por um epitélio
glandular e por um compartimento fibromuscular estromal. Ambos renovam-
se lentamente mediante niveis balanceados de proliferacdo celular e de morte.
McNeal (1981) desenvolveu o conceito da zona anatomica da prdstata que
compreende a base atual de descricdo do processo neopldsico do orgio,
descrevendo que sua porc¢do glandular é composta por uma larga zona
periférica (cortical) envolvendo uma por¢do menor central. Estas duas regides
compdem aproximadamente 95% da prostata. O restante da glandula
prostitica é formada por uma regido de transicio e pelas glandulas
periuretrais. A periferia e a zona de transicdo sdo distintas pelas suas relacdes
anatdmicas e pela composicdo dos elementos do estroma, embora ambas
apresentem uma estrutura acinar secretora similar estabelecida pela origem
comum a partir do seio urogenital. As glandulas derivadas da zona central sdo
morfologicamente distintas, possivelmente devido a sua origem embriondria
no ducto de Wolff. Entre 60 e 70% dos cadnceres prostdticos ocorrem na zona
periférica e de 10 a 20%, na zona de transicdo. Apenas de 5 a 10% dos
tumores malignos originam-se da zona central. As hiperplasias prostdticas
benignas desenvolvem-se principalmente a partir do estroma periuretral e das
glandulas da zona de transicdo (Farnsworth, 1999; Macoska, 2011; Montorsi
and Mercadante, 2013; Schauer and Rowley, 2011; Schulz et al., 2003;
Thomson et al., 2008).
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Figura 1. Esquema ilustrativo das zonas prostaticas. As regides
anatomicas da prdstata indicadas pelas cores revelam as 4reas mais
acometidas pelo PCA (zona periférica) e pela BPH (zona de transicdo).

(Schauer and Rowley, 2011).

1.1 As células musculares lisas (CML) prostdticas

As células musculares lisas (CML) da préstata sdo os principais
componentes celulares do estroma prostédtico e, além de ocuparem um grande
volume e serem responsdveis pela contracdo da glandula durante a ejaculacio,
desempenham fun¢des importantes, criando um ambiente propicio para a
manutencdo do epitélio, tanto em situacdes normais como patoldgicas. Ja foi
sugerido que as CML  participem do desenvolvimento prostitico pela
regulacdo da interacdo do mesénquima com o epitélio durante o processo de
crescimento do 6rgdo (Thomson et al., 2008; Thomson et al., 2002).

As CML representam 22% do volume total da préstata humana (Shapiro
et al., 1992), predominando ao redor dos ductos, onde se encontram em intimo
contato com a lamina basal das células epiteliais. A porcdo ventral do
mesénquima do seio urogenital (UGM) € uma 4rea condensada, separada do
epitélio uretral por uma camada de CML diferenciadas (Thomson et al.,
2002). Esta camada de CML é menos desenvolvida em machos, permitindo

que os brotamentos prostiaticos passem através da camada descontinua de
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CML para entrar no UGM, onde ocorrem os subsequentes crescimento e
ramificacdo ductal (Thomson et al., 2002). Nas fémeas, a camada de CML ¢
continua, o UGM fica isolado da uretra, o que torna raro o aparecimento de
brotamentos epiteliais prostdticos. Sendo assim, as CML podem agir como um
regulador da elongacdo ductal prostidtica e da ramificacdo do epitélio.
Andrégenos inibem parcialmente o desenvolvimento da camada muscular lisa
periuretral, modulam a diferencia¢do e induzem ao dimorfismo sexual desta
camada muscular lisa (Thomson et al., 2002).

As CML expressam alguns genes importantes na manutengdo da
morfofisiologia prostdtica. Dentre eles, o gene WFDCI, que expressa uma
proteina estromal denominada ps20, que participa do controle da proliferacio
das células prostdticas e na angiogénese, com possivel papel na etiopatogenia
da BPH e do cancer prostitico (Ruijter et al., 1999; Schulz et al., 2003;
Watson et al., 2004). Outro aspecto importante estd relacionado aos diferentes
fenétipos que as células musculares lisas apresentam e que parecem definir
aspectos patofisiolégicos das doengas prostdaticas. Alguns marcadores
moleculares, como a alfa-actina de células musculares (aSMA) e a vimentina
confirmam a diferenciacdo observada no estroma prostatico (Figura 2). Essa
observacdo confirma que a diferenciacdo das CML pode resultar na perda do
controle estromal sobre sua interagcdo com o epitélio prostdtico, tendo como

consequéncia a carcinogénese (Ressler and Rowley, 2011).

Fibroblast «<—> Myofibroblast «<—> Smooth Muscle

| vimentin I

a-actin |

-Pro-colageno tipo I
- Tenascina-C [ calponin, SM-MHC |

proliferative/synthetic «———  quiescent/contractile
vascular smooth muscle vascular smooth muscle

Figura 2. Marcadores fenotipicos da diferenciacido celular. Miofibroblastos
e fibroblastos sdo proliferativos, enquanto as CML sdo quiescentes. Dentre os
principais marcadores das CML, encontram-se a calponina e a miosina de

cadeia pesada (MHC) (Tuxhorn et al., 2001).
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Os fendtipos das células musculares lisas foram detalhados por Taboga
et al. (2008) (Figura 2), a partir da andlise ultraestrutural destas células em
amostras de carcinoma prostdtico. As CML sdo fusiformes com presenca de
nicleo alongado e central e cromatina condensada associada a porcdo mais
interna do envelope nuclear. O fendtipo atréfico € caracterizado pela
diminuicdo da relacdo nudcleo-citoplasma (RNP), indicando perda de
componentes de contracdo. O ntcleo celular € compacto e o espaco
perinuclear € mais largo nas dreas de retragcdo nuclear. A membrana basal é
geralmente mais fina do que em células normais. O fendtipo ativado
corresponde as células com um crescente aumento das organelas envolvidas
em sintese protéica e/ou revelam extensiva invaginag¢do da superficie celular,
possui residuos de placas densas e desorganizacdo do citoesqueleto nas dreas
periféricas. A associacdo com os componentes fibrilares da matriz
extracelular sugere desempenhar um papel ativo na reorganizacdo do estroma.
O fenétipo degenerado mostra um nicleo condensado e colapsado com espago
perinuclear expandido e grande reducdo do citoplasma. A membrana basal é
quase completamente perdida, além de apresentar pouquissimas organelas
celulares (Taboga et al., 2008).

As CML devem originar esses fendtipos diretamente. Entretanto, uma
transicdo da forma ativada para a atr6fica e, a partir dai, para um estado
degenerado é também possivel. Células desdiferenciadas ndo poderiam ser

distintas de fibroblastos em nivel ultraestrutural, no entanto, esse fendtipo

deve existir (Taboga et al., 2008).
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Figura 3. Desenho esquematico dos fenétipos das CML encontrados na
prostata humana. As setas indicam as possiveis dire¢des das mudancas
fenotipicas, enquanto as setas tracejadas indicam conversdes indiretas

(Reproduzido de Taboga et al., 2008).

A morfofisiologia das CML ¢é regulada pela acio hormonal, uma das
explicagdes para a variacdo fenotipica observada. Hong et al. (2004)
concluiram que o estrégeno estimula o crescimento das células estromais da
préstata e aumenta o numero de marcadores expressos pelas CML. Além
disso, os autores também sugeriram que a diferenciacdo das CML se daria em
resposta a mediadores importantes do crescimento celular, como o TGFp.
Diante disso, quimicamente pode-se perceber que existem varios marcadores
que participam da variacdo fenotipica das CML e que esse comportamento
celular deve explicar diversos aspectos relacionados a patogénese da

hiperplasia e do cancer (Hong et al., 2004; Peehl and Sellers, 1997).

1.2 A Hiperplasia Prostdtica Benigna (BPH)

A BPH representa uma das doencas prostiticas mais freqiientes em
homens, acentuando-se de forma marcante com a idade. Os sintomas
irritativos iniciais do trato urindrio inferior (LUTS) fortemente relacionados a
génese da hiperplasia prostdtica, possivelmente estejam associados ao
alargamento benigno da prdstata e sua conseqiiente obstru¢do, resultando em
alteracdes significativas das atividades cotidianas relativas ao ato de urinar,
bem como modificando func¢des associadas a espermatogénese e outras

N

fun¢des prostaticas ligadas a ejaculacdo (Fibbi et al., 2010; Sausville and
Naslund, 2010; Wu et al., 2012). Clinicamente, a hiperplasia € reportada em
8% dos homens com idade entre 40 e 50 anos, avangando para 90% dos
homens com idades entre 60 e 80 anos (Alhasan et al., 2008). Montorsi e
Mercadante (2013) relatam a importdncia da LUTS no diagndstico da
hiperplasia. Foi estimado, que a incidéncia de LUTS de moderada a severa ¢

de 30 a 40% em homens acima dos 50 anos de idade, além do que tem se
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confirmado que a incidéncia e prevaléncia de LUTS aumenta linearmente com
a idade. Diante disso, LUTS estdo associados nio somente com a reduc¢do da
assisténcia médica relacionada a qualidade de vida em homens na terceira
idade, mas também com o aumento dos custos de assisténcia de prevencdo das
doencgas prostdticas necessdrios para serem evitadas maiores complicag¢des
(Djavan et al., 2005; 2010; Kapoor, 2012; Sausville and Naslund, 2010);

A BPH ¢é uma doenca que se define pelo aumento irregular do nimero
de células e pela mudanga arquitetural que esse aumento provoca. Muitos
registros da literatura afirmam que a hiperplasia é uma doenca de cardter
inflamatério, mesmo que sua etiopatogenia ainda se mantenha obscura
(Schauer and Rowley, 2011). Histologicamente, a BPH ¢é caracterizada por
uma progressiva hiperplasia das células secretoras (epiteliais) e/ou estromais
que circundam a uretra, com excessivo crescimento nodular localizado nos
pontos onde os ductos ejaculatérios se inserem na regido de transicdo
prostdtica ou zona periuretral. Em relagdo as células, as alteracdes incluem
mudangas nas células basais, aumento de massa estromal (em particular, o
aumento das células musculares lisas), depdsito de elementos de matriz
(remodelacdo das fibras de coldgeno, por exemplo), perda da elasticidade
tecidual, aumento de infiltrado mononuclear ao redor dos ductos secretores,
hipertrofia de 4cinos e aumento de corpos amildceos (degeneracdo hialinica) e
calcificacdes nas regides luminais (Untergasser et al., 2005). Tuxhorn et al.
relataram a importancia de se estudar o estroma reativo (Tuxhorn et al., 2001;
2002), caracterizado pelas modificacdo no estado de diferenciagcdo das células
musculares lisas em resposta ao comportamento epitelial modificado e com
reflexo na relacdo estroma-epitélio. Além disso, as mudancas fenotipicas
observadas entre as células musculares lisas, principais responsdveis pela
manutenc¢do da morfofisiologia prostdtica, tém revelado indicios importantes
na compreensdo dos mecanismos bioquimicos associados a patogénese da
BPH (Schauer and Rowley, 2011).

Uma das principais discussdes com relacdo as doencgas prostdticas
envolve a possivel relacdo entre BPH e o cdncer prostitico. Uma revisdo feita
por Alcaraz et al. (2009) abordou que mais da metade da populacdo masculina
com idade acima dos 50 anos apresenta evidéncia histolégica da presenca de

BPH, enquanto o clncer prostitico estd entre os mais comuns cinceres que
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afetam homens, de acordo com dados registrados recentemente. A
compreensdo da etiologia das condi¢gdes de ambos é crucial na tentativa de
reduzir a crescente morbimortalidade no mundo. Evidéncias cientificas foram
identificadas que afirmam existir alguns aspectos associados entre a BPH e o
cancer. Dados avaliados atualmente confirmam o papel dos andrégenos no
desenvolvimento de ambas as condi¢cdes patolégicas. Todavia, a inflamagdo é
possivelmente o fator majoritdrio da patogénese prostdtica, comum as duas
doencas. Além disso, pesquisas sugerem que a sindrome metabdlica tem
desempenhado um papel importante no desenvolvimento da BPH e do cancer,
enquanto um ndmero crescente de fatores genéticos tem sido implicado nas
afeccdes prostaticas (Wu et al., 2012; Xia et al., 2012; Yap and Emberton,
2010).

E importante salientar que a BPH e o cadncer apresentam similaridades
em diversos aspectos, no entanto, anatomicamente a BPH afeta principalmente
a zona de transi¢do prostdtica que ocupa apenas 5% a 10% do volume total do
6rgdo, enquanto o cancer é mais freqiiente e bastante restrito a regido
periférica, que ocupa entre 70% e 90% do volume da glandula. Aspectos
epidemiolégicos também sdo semelhantes, no entanto as evidéncias apontam
que uma doenca ndo poderia gerar a outra (Alcaraz, 2008; Yap et al, 2010;
Xia et al, 2012; Wu et al, 2012).

Bostwick et al. (1992) revelaram algumas particularidades da BPH e do
cancer de préstata (PCA), como mostrado na Figura 3. Embora ambas as
doencas apresentem crescente aumento na incidéncia e prevaléncia em idades
mais avanc¢adas, ndo hd evidéncias de relacdo causal entre elas. Estudos em
préostatas necropsiadas permitiram a compreensdao do crescimento da
prevaléncia da BPH a partir da década de 40 nos homens. J4 o ciancer

prostatico ocorre de fato cerca de 20 anos mais tarde (Bostwick et al., 1992).
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Figura 4. Prevaléncia idade-especifica da BPH e do PCA em prdéstatas
humanas necropsiadas. Sdo apresentados os percentuais de 6rgdos afetados

por classes de idade (dados de Bostwick et al., 1992).

1.2.1 Papel dos andrégenos prostdticos diidrotestosterona e testosterona

Dihidrotestosterona (DHT) € cerca de 5 a 10 vezes mais potente que a
testosterona e desempenha importante papel na progressdo da BPH, mediando
efeitos androgénicos na hiperplasia. Na prdstata, ao contrdrio do plasma, os
niveis de DHT sdo altos e maiores que os da testosterona. Além disso, os
niveis de DHT intraprostdtico elevam-se com o avanco da idade dos homens,
em detrimento de um declinio na circulacdo da testosterona, sugerindo,
portanto, seu papel exacerbado na BPH (Djavan et al., 2010).

A testosterona ¢é convertida em DHT em reacdo catalisada pelas
isoenzimas 5-alfa redutase (5AR) 1 e 2. A enzima do tipo 2 é encontrada
predominantemente na prdstata e em outros tecidos genitais. A do tipo 1 tem
distribui¢do mais ampla, sendo encontrado na pele, no figado e também na
prostata. Tecidos com elevadas concentra¢cdes dessas enzimas, como o tecido

prostético, sdo, portanto, os principais sitios de conversdo da testosterona em
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DHT. Decorre que esta conversdo amplifica os efeitos da testosterona
circulante, em fun¢do da formacdo local de um andrégeno mais potente. Dado
o papel central da DHT como o mais potente andrégeno, homens com
deficiéncia da 5AR tipo 2 tem préstatas pequenas e rudimentares e nao

desenvolvem BPH quando adultos (Cunha et al., 2004; Djavan et al., 2010).

1.2.2 A terapia medicamentosa

Os antagonistas do adrenorreceptor tipo alfa 1 (ou a-bloqueadores ou
bloqueadores alfa-adrenérgicos) sdo importantes no tratamento da BPH. Um
melhor entendimento no funcionamento dos receptores para o hormonio
adrenérgico que estd envolvido na doenca prostitica tem levado ao aumento
do uso dos a-bloqueadores no tratamento, substituindo a cirurgia de remocao
prostética por fdrmacoterapia. Os a-bloqueadores avaliados apresentam efeito
similar sobre a hiperplasia prostdtica, melhorando os sintomas em
aproximadamente 35% dos casos nos quais a razdo mdaxima de fluxo urindrio
passou de 1,8 para 2,5 mL/s. Diante disso, conclui-se que os a-bloqueadores
tém eficdcia compardvel na melhoria dos sintomas da doenca prostdtica
(Djavan et al., 2010).

O principal hormo6nio andrégeno circulante, a testosterona, € convertido
em diidrotestosterona (DHT) através da acdo da enzima 5-alfa redutase (5aR).
Além de ser necessdrio para o crescimento e o funcionamento normais da
préstata, a DHT também se encontra envolvida no desenvolvimento da BPH e
na iniciagcdo e progressdo do cancer prostitico. Dois inibidores de 5aR, a
finasterida e a dutasterida, tém sido estudadas extensivamente em triagens
clinicas de pacientes com BPH. Finasterida é um inibidor da 5aR tipo 2,
enquanto a dutasterida é um inibidor duplo da 5aR, inibindo ambas as
isoenzimas. Os compostos relacionados tém se mostrado inibidores séricos do
DHT, embora a dutasterida seja mais eficiente. Em grande escala, triagens
clinicas em homens com sintomas de BPH, inibidores de 5AR reduzem o
volume prostiatico, melhoram os sintomas, reduzem os riscos de retencido
urindria aguda e ajudam no decréscimo da aplicacdo de cirurgias relacionadas

a BPH. Esses medicamentos abaixam os niveis séricos de antigeno prostdtico
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especifico (PSA) em aproximadamente 5S0% em 6 meses, assim como reduzem
o volume prostitico em 25% em 2 anos de tratamento. Os inibidores da
enzima 5SAR também apresentam capacidade de reduzir os riscos relativos ao
cancer de préstata como beneficio secunddrio da resposta ao tratamento para a

BPH (Djavan et al., 2010; Tanguay et al., 2009).

1.3 O cancer de prostata (PCA)

Segundo o INCA (2014), 68.800 novos casos de cancer de prdstata
serdo diagnosticados no Brasil em 2014 e 13.129 mortes causadas por esta
doenca aconteceram em 2011. Este cincer € a segunda neoplasia mais
freqiiente em homens, atrds somente do cincer de pele ndo-melanoma. O
cancer de prodstata tem inimeras caracteristicas peculiares. Uma delas é a
dependéncia de andrégenos. Individuos pré-adolescentes castrados (eunucos,
castrati) nunca desenvolveram PCA.

O PCA consiste-se em um crescente problema de satde publica no mundo
ocidental, além de ser um dos lideres de acometimento em homens de idade
avanc¢ada, cuja incidéncia aumenta principalmente na septuagésima década da
vida. Acredita-se que, em parte, o aumento da incidéncia seja causado pelo
envelhecimento da populacdo. No entanto, com o acréscimo das estatisticas,
tem-se verificado que, possivelmente, a ndo detec¢do preventiva do antigeno
especifico da préstata (PSA), com posterior tratamento eficaz, tem
contribuido para o avanco de casos no mundo (Schulz et al., 2003).

A etiologia do céincer de préstata é insuficientemente entendida, uma vez
que existem vdrios fatores presentes na carcinogénese prostdtica. Fatores
genéticos, aspectos relacionados a hdbitos de nutricdo, relacdes com virus,
idade, dentre outros (Schulz et al., 2003; Ruijter et al., 1999), caracterizam a
doenca com aspectos multifatoriais. Atualmente, um crescente nimero de
diagnodsticos de PCA ¢é detectado através da elevacdo sérica dos niveis de
antigeno especifico prostitico (PSA). Antes da investigacdo rotineira do PSA,

muitos casos eram identificados pela sintomatologia clinica ou pelo exame

digital do reto (DRE) conhecido simplesmente como toque retal. Os casos
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diagnosticados de cancer, com caracteristicas especificas da neoplasia
maligna do 6rgdo, como, por exemplo, a metdstase, os niveis de PSA assumem
valores bem maiores que 10 ng/mL. Contrariando estes dados, muitos casos
atuais sdo detectados através de valores localizados entre 2,5-10 ng/mL e com
confirmac¢do histopatoldgica da morfologia por bidpsia (Schulz et al., 2003).

Os tumores na prodstata apresentam um microambiente que incluem
modifica¢cdes nas células estromais (fibroblastos, miofibroblastos, células
musculares lisas, nervos, vasos sanguineos), nas células epiteliais e na
persisténcia de células mononucleares e polimorfonucleares (PMNs) presentes
na inflama¢do (Franco et al., 2011). Diante de tamanha complexidade
morfofisiolégica, existem diversos achados na literatura que buscam
compreender os mecanismos celulares e moleculares que explicam a
carcinogénese prostitica. Epidemiologicamente, os homens de idades
avancadas temem pela determina¢do do diagndstico de doencgas prostdticas,
principalmente em func¢ido da necessidade do toque retal para anatomicamente
melhor descrever o volume da glandula e, em fun¢do disso, aspectos
relacionados ao grau de instrucdo, nacionalidade e naturalidade, hébitos,
dentre outros, sdo importantes no desenvolvimento do cancer (Palapattu et al.,
2009; Grivas et al., 2012; Brawley, 2012).

O PCA acomete predominantemente homens idosos, razdo pela qual se
atribui crescimento lento. Entretanto, tém sido encontrados casos em
individuos jovens. Em um caso particular, um individuo de 34 anos foi
diagnosticado com céincer de prdstata metastitico, cujos sintomas
assemelharam-se ao linfoma (Ahn et al., 1997), provavelmente devido a outra
caracteristica comum deste tipo de tumor que € a metastatizacdo para os
linfonodos e para medula 6ssea. O bloqueio ou a privagdo androgénica fazem
parte do tratamento do cincer avancado, sendo utilizadas drogas que
bloqueiam a sintese de testosterona, sua conversdao em diidrotestosterona ou
sua interagdo com o receptor de andrégenos.

Outra caracteristica peculiar do cancer de prdstata é a comum
recorréncia apds privacdo androgénica na forma do cédncer de proéstata
resistente a castragdo. O receptor de andrégeno parece ter papel fundamental
nesta progressdo, por apresentar mutagdes, amplificacdes ou ativagdo

independente de ligantes, todas com contribuicio provdvel para a
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sobrevivéncia das células epiteliais em baixas concentracdes de andrégenos
circulantes (Feldman and Feldman, 2001; Sharma et al., 2013).

Além destes mecanismos baseados no receptor de andrégeno, tém sido
reportadas vdarias formas de alteracdes cromossdmicas, incluindo a
cromoplexia (Baca et al., 2013; Tomlins et al., 2007), contribuindo para a
iniciacdo, crescimento/progressdo tumoral, metdstase e independéncia
hormonal.

Por muito tempo tem sido postulado existir uma relacdo intima entre o
estroma e o epitélio prostdticos, tanto durante o desenvolvimento quanto na
progressdo tumoral (Cunha et al., 2004). Este conceito foi bem explorado por
pesquisadores interessados na proteina ps20, expressa por células musculares
lisas e com capacidade de regular o crescimento de células epiteliais
(detalhamento a seguir).

Outro aspecto importante é a progressdo tumoral, que foi descrita como
um processo continuo de desestruturacdo da organizacio epitelial por Gleason
(1977) e que caracteriza parte do sistema de classificacdo da progressdo
tumoral. A Figura 4 mostra alguns aspectos histoldgicos da organizacgdo

prostdtica no PCA.
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Figura 5. Aspectos da organizacao
glandular correspondentes aos
diferentes graus de Gleason. Na
préstata normal (A), observa-se a
existéncia de 4cinos desenvolvidos e
organizacdo em feixes das células
musculares lisas. No Gleason 1 (B),
nota-se a propagagdo de estruturas
glandulares pequenas, ao lado daquelas
de aspecto normal. No Gleason 2 (C),
existe aparente desdiferenciacdo das
células epiteliais, que sdo
predominantemente achatadas, e das
células musculares lisas adjacentes. No
Gleason 3 (D), existe uma
predominincia de estruturas epiteliais
diminutas e com células pouco
diferenciadas. No Gleason 4 (E), a
estrutura glandular € praticamente
perdida, com alguma  infiltracdo
estromal. No Gleason 5 (F), ha
predominancia de células tumorais
indiferenciadas, sem organizacao
glandular e  que permeiam  o0s
componentes estromais. SMC=células
muscualres lisas (Reproduzido de
Taboga et al, 2008).
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1.4 A familia WAP

A proteina ps20 (WAP-type four-disulfide core domain 1; ps20 -
proteina do estroma prostdtico, 20 kDa), foi identificada em 1987 como um
componente do mesénquima urogenital de rato capaz de inibir o crescimento
de células NBT-II de carcinoma de bexiga in vitro (Rowley e Tindall, 1987).
Em experimentos semelhantes, foi identificado que os mesmos componentes
inibiram o crescimento da linhagem celular (PC3) derivada de carcinoma
prostitico (Rowley et al., 1995). A ps20 e contém um dominio WAP (proteina
acidica do soro e um niicleo com 4 ligacdes dissulfeto entre 8 residuos de
cisteina (Bouchard et al., 2006).

As proteinas WAP mais estudadas sdo a elafin e antileucoproteinase —
dois inibidores de serina proteases com atividade antimicrobiana e
antiinflamatdéria. Além destas, podem ser incluidas a anosmina 1, eppin e
WFDC2, além da WFDC1/ps20. Muitos dos genes que codificam as proteinas
WAP estdo agrupados no cromossomo 20, exceto o WFDCI, que se localiza
no cromossomo 16. O modelo funcional da familia WAP é, portanto, atuar
como inibidor de serina-proteases, ji conhecido para outros membros desta
mesma familia (Bouchard et al., 2006; Larsen et al., 2000; Watson et al.,
2004). A andlise imunohistoquimica revelou que a ps20 ¢é encontrada
largamente no tecido muscular liso de vdrios tecidos, tendo como possiveis
alvos os fatores de crescimento, de regulacdo e de remodelacio da matriz
extracelular e da progressdo de carcinomas, atuando, inclusive, como possivel
supressor tumoral (Larsen et al., 2000; Larsen et al., 1998; Watson et al.,
2004).

O gene WFDCI, que codifica a ps20, encontra-se mapeado, como
anteriormente citado, no cromossomo 16 (16q24), cuja regido do genoma ¢
associada a um numero de cdpias anormais, perda de heterozigosidade e
associacdo com o cancer prostiatico (Elo et al., 1997), assim como em outros
tipos tumorais, incluindo o cancer de pulmido e carcinoma hepatocelular
(Larsen et al., 2000). Utilizando-se arranjo de hibridizacdo comparativa de
alta resolucdo, recentemente foi identificado um nuimero de tumores

prostédticos com delecdo do locus que contém o WFDCI (Larsen et al., 2000).
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Figura 6. Localizacao e motif do gene WFDCI. O gene WFDCI
localiza-se no cromossomo 16 e apresenta um motif de 50 aminodcidos que

estabelecem 4 pontes dissulfeto entre os 8 residuos de cisteina. (Bouchard,

2006).

Outras pesquisas tém mostrado que a expressdo de ps20 ¢
significantemente varidvel em cancer de prdostata. McAlhany e colaboradores
(McAlhany et al., 2003) mostraram que a progressdao do cancer prostitico ¢é
caracterizada pela perda da expressdo no estroma da ps20 com eventual ou
ocasional ganho da expressio da ps20 no epitélio prostdtico, sugerindo,
portanto, uma progressdo de um fendtipo tumoral do epitélio mais agressivo,
além da transicdo epitélio-mesénquima observada. Essa caracteristica da ps20
a transforma em um potencial marcador biolédgico da determinacido da
progressio e do desenvolvimento da doenca. Tuxhorn e colaboradores
(Tuxhorn et al., 2002) fizeram um estudo com implantes xenograficos do
cancer de prostata e revelaram que a ps20 também contribui na angiogénese e
tumorigénese, além de atuar na estabilizacdo da matriz extracelular e da
neovascularizacdo tumoral (angiogénese), possivelmente associada a sua
func¢do de inibidor de protease, assim como também deve estar associada a
mudanca da interacdo célula-matriz, resultando em crescente migrag¢do
celular.

Watson e colaboradores (2004) desenvolveram uma andlise molecular

do gene WFDCI em 21 pacientes com cancer de prdstata e utilizaram 5
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linhagens celulares diferentes de cdncer prostdtico, no intuito de investigar
mutacdes relacionadas ao desenvolvimento neopldsico e alteragdes na
expressdo génica. Os autores concluem que as mutacdes investigadas ndo se
correlacionam com o cancer, que a expressdo do gene WFDCI tem relacdo
exponencial com o conteido de musculo liso presente nas amostras e
determinado por histologia. Concluiram também que tamanho amostral foi
insuficiente para determinar correlacido entre a expressdo de WFDCI e o PCA,
embora aparecesse reduzida. Além disto, os autores descrevem a existéncia de
um transcrito em algumas das amostras, cujo seqiienciamento demonstrou nao
possuir a regido codificada pelo éxon 3. Se traduzido, este RNAm produziria

uma delecdo de 28 aminodcidos na proteina final.

* WFDCI/PS20—-VARIANTES WFDC1EDELTA 3

—————— WFDCI
| PN NN NN NN NN NN

WFDC1 DELTA 3

Figura 7. Esquema ilustrativo das variantes de splicing do gene
WFDCI. O splicing alternativo gerando um transcrito com o éxon 3 deletado
foi descrito por Watson et al. (2004), cuja proteina expressa teria 28

aminoacidos a menos.
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1.5 Inflamag¢do, BPH e expressdo do gene WFDC1

Apés atingir a idade adulta, a préstata se insere numa fase de
manuteng¢do, cuja ocorréncia da proliferacdo das células prostéticas
diariamente se dd numa razdo de 1 a 2%, contrabalanceada por uma razio
semelhante de morte programada ou apoptose. A perda desse equilibrio deve
também contribuir para a BPH. Alguns estudos tém destacado que possiveis
alteracdes nos diferentes estdgios do crescimento prostdtico contribuem para a
etiopatogénese da BPH. Algumas pesquisas in vitro ddo suporte ao papel
central da inflamacgdo na génese da hiperplasia. Os nddulos estromais de BPH
apresentam infiltrados de linfécitos B, linfécitos T e macréfagos. Essas
células se acumulam em volta dos ductos epiteliais e interrompem a secrecao
luminal (Birbach et al., 2011).

A sinalizacdo entre as células basais do epitélio luminal, na renovacio
das células luminais e manutencido da atividade secretora, é mediada por
andrégenos. As células basais sdo consideradas as células-tronco do epitélio
prostatico. Diante disso, alteracdes nos mecanismos de controle hormonal, ou
simplesmente alguma inducdo microbiana ou programacdo genética, altera
essencialmente o comportamento celular prostdtico, gerando a defesa imediata
através da inflamacdo. A secrecdo de peptideos passa a ser modificada,
fatores de crescimento como o TGFB, um polipeptideo multifuncional
regulador da proliferagcdao celular e da diferenciacdo, é modificada, assim
como varias vias inflamatdérias passam a ser ativadas, como a via da
cicloxigenase 2 (COX-2), mediadores quimicos (como IL-6, IL-8, IL-10, IL-
17, TNFa, prostaglandinas) sdo produzidos, resultando em um microambiente
altamente reativo e caracteristico da BPH (Birbach et al., 2011; McAlhany et
al., 2003; Schauer et al., 2008; Schauer and Rowley, 2011; Tuxhorn et al.,
2001; Tuxhorn et al., 2002; Untergasser et al., 2005).

Neste contexto de infec¢do e inflamacdo, mais recentemente foi
demonstrado que a expressdo do gene WFDCI se dd em linfécitos CD4 e que
seus niveis estdo relacionados com a susceptibilidade a infeccdo pelo HIV
(Alvarez et al., 2008; Alvarez et al., 2011). Os autores demonstraram existir

uma variacio intrinseca na expressdo de WFDCI em linfécitos CD4 positivos
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e que a subpopulacdo com ps20 alta apresenta maior infectividade, que foi

bloqueada por anticorpos contra a proteina.

1.6 Splicing, splicing alternativo e fatores de splicing

Embora a transcricdo seja o fator primdrio na expressdo génica, outros
eventos estdo envolvidos na manifestacio final de um gene. Dentre eles, o
processamento do transcrito primdrio, que inclui a remocdo dos introns
(segmentos do gene que sdo removidos e, portanto, ausentes do mRNA).
Intrinseco a este processo estd o splicing alternativo, no qual diferentes
combina¢des dos éxons sdo encontradas no mRNA e que, fundamentalmente,
formam proteinas diferentes (Figura 6). O mecanismo de splicing resulta
numa ampliacdo do repertério das proteinas expressas por um determinado
genoma (Braunschweig et al., 2013; Licatalosi and Darnell, 2010; Nilsen and
Graveley, 2010).

Embora seja conhecido que diferentes variantes de splicing de muitos
genes sdo expressas em diferentes tecidos, ao longo do desenvolvimento e no
cincer, os mecanismos que selecionam as diferentes formas de splicing em

cada situacdo sdo pouco conhecidos.

DNA
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon 5
RNA WWIII\IIIJ\ Ll bl 4L G40 L a4l ad i 1R Ll
I Alternative Splicing 1
1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5
MRNA ittt ettty B e B e e o
Translation Translation Translation

Protein A Protein B Protein C
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Figura 8. Esquema demonstrando a remocao dos introns no splicing e a
possibilidade de splicing alternativo (Fonte: en.wikipedia.org/wiki/Alternative
splicing).

Em particular, as alteracdes nas variantes de splicing e os complexos
moleculares envolvidos na maquinaria de splicing tém sido particularmente
interessantes no cancer, pela possibilidade de constituirem-se em alvos
terapéuticos (Bonomi et al., 2013; Venables, 2004). Embora exista tendéncia
de se classificar os fatores de splicing em dois tipos principais, SR (serine-
arginine-rich) e hnRNP (heterogenous nuclear ribonucleoprotein), com
fun¢des antagdnicas em promover ou silenciar o splicing, respectivamente
(Bonomi et al., 2013), a regulacdo individual ou conjunta dos genes que
sofrem splicing em determinado tipo celular em determinada condi¢do ainda

ndo foi esclarecida.
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2. JUSTIFICATIVA

O estudo crescente da prostata tem se revelado cientificamente e
clinicamente um essencial aliado no conhecimento, na prevencdo e na
abordagem de diversas patologias que afetam os homens na idade adulta. Cada
vez mais, percebe-se que a biologia da glandula prostdtica apresenta
mecanismos complexos de regulacdo e um funcionamento peculiar nas
diferentes fases da vida do homem, uma vez que sintomas relacionados ao
trato urogenital se tornam evidentes e comprometedores tanto da funcéo
reprodutiva como da qualidade de vida dos individuos do sexo masculino e de
seus familiares.

As células musculares lisas (CML) prostdticas representam o principal
tipo celular do estroma da glandula e apresentam diversas funcdes
relacionadas ao controle da proliferagdo celular, manutencdo da sinalizacdo
entre epitélio e estroma e reparo tecidual.

A hiperplasia prostiatica benigna (BPH) revela-se quase que inexordvel
na fisiologia dos homens a partir dos 40 anos e, diante disso, o crescimento
do volume do 6rgdo pode trazer consigo sinais clinicos mais graves. Além
disto, a prostata estd sujeita ao desenvolvimento do cancer prostdatico (PCA),
doenca que apresenta preocupante incidéncia e uma elevada mortandade. E
verdade que o conhecimento em niveis celulares e moleculares permite
explorar melhor e detalhadamente a préstata, fazendo com que se
desenvolvam instrumentos terapéuticos satisfatérios e mais eficazes.

O gene WFDCI expresso pelas CML prostiticas parece ser um bom
indicador de elementos regulatérios subjacentes, inerentes a biologia
prostédtica e com possiveis implica¢gdes no desenvolvimento da BPH e do PCA.
Sua expressdo preponderante no estroma, particularmente em situagdes ndo
patoldgicas, parece ser uma caracteristica relevante, dissociada das diversas
alteracdes cromossOmicas e génicas particulares das células epiteliais, ao
mesmo tempo em que parece suficientemente sensivel a flutuacdes, que
permitam revelar aspectos estruturais (como polimorfismos), funcionais e

regulatérios gerais (como expressdo génica e splicing).
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A presente pesquisa € importante, pois visa focar um componente
genético especifico (WFDCI) expresso pelas CML que pode atuar tanto
regulador da proliferagcdo das células epiteliais prostdticas na BPH e no
cancer, quanto ser afetado pelas modificacdes epiteliais, além de ser
modulado por componentes inflamatérios e, possivelmente, afetar a
organizagdo da matriz extracelular. Apesar da complexidade de fatores, a
existéncia de duas variantes de splicing que podem ser quantificadas
simultaneamente, pode tornar o WFDCI um elemento relevante para o
monitoramento de fatores regulatérios que colaboram na susceptibilidade e

progressdo das doengas prostdticas.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Quantificar a expressdao do gene WFDCI em amostras de tecido
humano obtidos em cirurgias para o tratamento de BPH e de PCA, com
foco na relagdo entre as variantes WFDCI1 e Delta 3, correspondentes
aos produtos de splicing que preserva todos os éxons e a que carece do

éxon 3, respectivamente.

Objetivos especificos

1. Por qRT-PCR, quantificar os niveis dos transcritos correspondentes as

variantes WFDC1 e Delta 3, utilizando-se qRT-PCR.

2. Verificar a associagdo entre a expressdo das variantes WFDC1 e Delta 3
e a expressdao do gene MYHII que codifica a cadeia pesada de miosina
de misculo liso, aqui empregado como estimativa do conteddo de

células musculares lisas em cada amostra individual.

3. Utilizar estatistica exploratdria e ferramentas de andlises de dados e de
agrupamento (clustering), para identificar determinantes quantitativos
da expressio do gene WFDCI na préstata humana e sua possivel

associacdo com a BPH e com o PCA.

45



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

As caracteristicas clinicas das 52 amostras utilizadas neste trabalho (32
de PCA e 20 de BPH) sdo apresentadas no Anexo I e foram gentilmente
cedidas pela Profa. Dra. Kdtia R. M. Leite, pelo Prof. Dr. Miguel Srougi e
pelo Prof. Dr. Alberto Azoubel Antunes da Faculdade de Medicina da USP-SP
e depositadas em banco de tecidos do Hospital Sirio-Libanés e da prépria FM-

USP. Todos os espécimes foram examinados pelo mesmo patologista (KRML).

4.1.1 Processamento das amostras; extracdo de RNA e transcri¢do reversa

Previamente a extracdo de RNA, buscou-se definir uma plataforma que
permitisse o processamento simultineo do maior ndmero possivel de
amostras, de forma a reduzir variacdes técnicas nos experimentos.

Assim, foram conduzidos testes preliminares wutilizando trés
plataformas: (i) FastPrep (MP Biomedicals); (ii) Tissuelyzer (Qiagen) e (iii)
BeadBeater (Biospec Products). Nos trés casos, o tecido foi transferido para
um tubo contendo combina¢cdes de microesferas e/ou flocos de silica de
tamanhos variados (a depender de cada plataforma) e, apds adicdo do tampio
de extracdo, a maceracido ocorre por acdo mecanica durante ciclos de agitacdo
vigorosa.

Foi utilizado o método de extracdo baseado em fenol e guanidino
isotiocianato, TRIzol (Life Technologies). Todo o procedimento foi
conduzido seguindo instru¢cdes do fabricante.

Apdés as  extracdes, as amostras foram quantificadas por
espectrofotometria e, quando as razdes de absorbancia a 260:280 e 260:230
nm foram inferiores a 1.70 (indicando contamina¢do por proteinas ou
compostos fendlicos), as amostras foram purificadas através de reprecipitacdo
com etanol. Os valores de concentragdo e pureza de cada amostra estdo

listados no Anexo 2.
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4.1.2 Protocolo de extracdo de RNA

Todas as amostras foram manipuladas no gelo e os reagentes utilizados
mantidos a uma temperatura < 4°C. O volume de Trizol utilizado seguiu a
proporcdao de 1 mL para cada 10 mg de tecido.

Apds a homogeneizagdo, o material foi centrifugado a 12000 xg por 10
minutos para sedimentar os restos celulares e as microesferas e/ou flocos de
silica usados para a maceragdo. O sobrenadante foi transferido para novo
microtubo e deixado a temperatura ambiente por 5 minutos para permitir a
completa dissociacdo das nucleoproteinas. Em seguida, foram adicionados
200 pL de cloroférmio, incubando-se novamente a temperatura ambiente por 3
minutos e centrifugando-se por 20 minutos a 12000 xg.

Apds esta etapa, separam-se as fases orginica e aquosa, esta ultima
contendo as moléculas de RNA. A fase aquosa foi transferida para novo
microtubo e adicionaram-se 500 pL de dlcool isopropilico para precipitar o
RNA, o qual se concentra no fundo do tubo apds centrifugag¢do a 12000 xg por
15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA lavado com 1
mL de etanol 75%. As amostras foram novamente centrifugadas, desta vez a
7500 xg durante 5 minutos, descartando-se em seguida o sobrenadante. A
operacdo foi repetida, adicionando-se novamente 1 mL de etanol 75% e
centrifugando-se a 7500 xg durante 5 minutos. Apds descarte do
sobrenadante, as amostras foram secadas brevemente ao ar, para eliminar
quaisquer vestigios de etanol. Finalmente, o RNA foi ressuspendido em 4gua
ultrapura e, apds eluicdo, analisado por espectrofotometria (ver resultados no

Anexo 2). Este material foi armazenado para as reacdes posteriores a —80°C.

4.1.3 Protocolo de purificacdo

As amostras cujas leituras espectrofotométricas indicassem algum grau
de contaminacdo (A260/280 ou A260/230 < 1.7) foram purificadas através de
precipitagdo e lavagem por etanol, seguindo o protocolo abaixo:

Ao volume de RNA, adicionaram-se 1/10 volumes de acetato de s6dio 3

M e 2 volumes de etanol 96%. As amostras foram agitadas por inversdo e
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mantidas a temperatura ambiente por 5-10 minutos, antes de serem
centrifugadas a 12000 xg durante 8 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, adicionado de 1 mL etanol 75%. Apds centrifugacdo a 7 500 xg
durante 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, a centrifugacdo foi
repetida e os tubos secos a temperatura ambiente para eliminar quaisquer
vestigos de etanol, antes de serem ressuspensas em dgua ultrapura e analisada

por espectrofotometria.

4.1.4 Sintese de cDNA

As bidpsias que atenderam os critérios de qualidade do RNA (razdes
A260/280 e A260/230 > 1.70) foram utilizadas para sintese de cDNA, a partir
de 2 ng de RNA total, com o emprego do kit Superscript III Supermix (Life
Technologies). Os procedimentos seguiram as instru¢des do fabricante. Os

cDNA foi armazenado a -20°C até momento do uso.

4.1.5 Sondas de qPCR

Para estudo da variante Delta 3 foi utilizada a seqiiéncia gi|578829107
depositada no GenBank (ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/578829107). Foi empregado o
software PrimerQuest (idtdna.com/primerquest/Home/Index) para desenho do
ensaio e a sintese foi realizada pela Life Technologies, proprietdria da marca
TagMan.

As demais sondas TaqgMan utilizadas foram beta glucuronidase (GUSB,
cat. Hs00939627_m1l), TATA binding protein (7BP, cat. Hs0042762_ml),
GAPDH (car. Hs99999905_ml) e beta2-microglobulina (B2M, cat.
Hs00984230_m1), testados como controles endégenos, e MYHII (cat.
Hs00224610_ml1) e WFDCI (cat. Hs00221849_m1).

Em todos os casos, as sondas consistem de um par de primers nido marcados
e uma sonda central contendo o fluor6foro FAM na extremidade 5’ e um
quencher nao fluorescente na extremidade 3’. Esta sonda central hibridiza

com o DNA-alvo em um sitio especifico e, durante a amplificacdo, sofre
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degradagcdo devido a atividade exonucledsica da DNA polimerase.
Consequentemente, a separacdo do quencher e do fluoréforo resulta no
aumento da intensidade da fluorescéncia pela reacdo. Assim, durante o
processo de amplificacdo, a emissdo de fluorescéncia ¢é aumentada
exponencialmente.

Como esse aumento da fluorescéncia ocorre apenas quando a
amplificacdo da sequéncia-alvo € estabelecida na presenca da sonda central, a
auséncia de um sitio especifico para ela elimina a possibilidade de emissdo de
sinal, apesar de ainda poder haver amplificacdo pelos primers nao marcados.
Este € o caso do ensaio para Delta 3. Apesar dos primers ndo marcados nido
distinguirem o transcrito principal do transcrito alternativo (pois as suas se
localizam nos éxons 2 e 4, respectivamente, os quais existem em ambas as
espécies de transcritos), a existéncia de uma sonda central que reconhece o
sitio criado na jung¢do entre os éxons 2 e 4 garante a especificidade da sonda,
uma vez que esta juncdo sO existe no transcrito alternativo (a auséncia do

éxon 3 estabelece a juncao 2-4).
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Figura 9. Ensaio das sondas para a reacao da qRT-PCR. A sonda
para as variantes WFDC1 e Delta 3 ligam-se na junc¢do entre os éxons 4 e 5 e,
portanto, para ambas ocorrerd emissdo de fluorescéncia (ensaio WFDCI1 e
Delta 3 A e B). J4 a sonda desenhada para a variante Delta 3 liga-se na juncdo
entre os éxons 2 e 4 e, portanto, apenas Delta 3 emite fluorescéncia (ensaio
Delta 3 A e B). Isso explica o porqué da expressdo Delta 3 sempre

corresponde a uma fracdo da expressdo de WFDCl1.

4.1.6 Reagdo de qPCR

As reagdes de qPCR utilizaram 20 ng cDNA como molde num volume
final de 10 pL, utilizando o sistema TaqMan Universal PCR Mastermix. A
quantidade de cDNA foi estimada a partir da quantidade de RNA total

utilizado na reacdo de transcricio reversa.

4.1.7 Quantifica¢do da MYHI 1

Watson et al. (2004) mostraram existir correlacdo exponencial positiva
entre a expressdo do gene WFDCI e o conteido de células musculares lisas
identificadas nas amostras por eles utilizadas. Para estimar este provavel viés
em nossas andlises, utilizamos a expressdo do gene MYHI1 que codifica a
cadeia pesada de miosina de musculo liso, um marcador bastante especifico
(Antonioli et al., 2004; Lin et al., 2000; Madsen et al., 1998), medida
simultaneamente nas mesmas amostras. Foram utilizadas as mesmas condig¢des

de reacdo descritas anteriormente.

4.1.8 Andlise das expressoes por qRT-PCR

Foram utilizados os seguintes cdlculos de conteddo relativo de fold
change para se analisar as diferencas de expressdo entre as variantes WFDC1

e Delta 3 e MYHII (Tabela 1):
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Tabela 1. Célculos de fold change

Ct ¢cDNA:Ct endégeno AACt 2-AAct
Expressdo relativa de
WFDCI1:TPB ACt WEDCI1 - ACt MYHI1
WFDC1
Expressdo relativa de
Delta 3:TBP ACt Delta 3 - ACt MYHI1
Delta 3
Expressdo relativa entre
MYHII1:TBP ACt WEDCI1 - ACt Delta 3
WEFDCI e Delta 3

4.2 Andlises exploratorias e estatisticas

Comparagdes entre dois grupos foram feitas utilizando o teste-t de
Student. Comparacdes entre mais de dois grupos foram feitas utilizando-se
andlise de varidncia (ANOVA), seguida de teste post hoc de Tukey para
identificacdo de diferencas entre os diferentes grupos. As correlagdes foram
determinadas utilizando os programas Excel (Microsoft), MeV ou Graph Pad
Prisma.

As Minimum Spanning Trees (MST) foram construidas utilizando-se o

software Pajek. Uma matriz de distancias de correlagcdo criada de acordo com
a equagdod; = 2(1—;;7), onde r;; € o coeficiente de correlacdo entre os valores

de expressdo génica para as varidveis (amostras no presente caso), como

publicado anteriormente (Rosa-Ribeiro et al., 2014).

4.3 Aspectos éticos

Neste trabalho foram utilizadas amostras depositadas em bancos de
tecidos das Institui¢des Hospital Sirio Libanés e da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo. Por se tratarem de amostras coletas uma unica

vez, sem acompanhamento ou interveng¢des junto ao paciente, tratam-se
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unicamente de “cessdo de material bioldgico” coletados com consentimentos
livres e esclarecidos dos doadores e que permanecem na posse das

Institui¢cdes onde foram realizadas as coletas.
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S. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas das amostras utilizadas

Foram utilizadas 32 amostras de PCA e 20 amostras de BPH. Os
aspectos clinicos relacionados estdo listados no Anexo 1. As idades dos
doadores com PCA variou de 44 a 77 anos (X=61,5+8.6) e dos doadores com

BPH, de 49 a 85 anos (X=71,0£9.9) (p<0.001) (Figura 10).

6 9 r 120
> p<0.001 QQr 100
4 4 - 80
I PCA
3 - 60 I HPB
===+ Cumulative %
2 - - 40
===+ Cumulative %
1 4 - 20
0 0

44 48 52 56 60 65 69 73 77 81 85

Figura 10. Distribuiciao das idades dos doadores no momento da cirurgia.
Sao apresentadas as distribuicdes por faixas de idade em 10 grupos
estabelecidos entre os extremos 44 e 85. As idades dos doadores das amostras
de BPH foram significativamente maiores que as dos doadores das amostras

de PCA (Teste-t; p<0.001).

Como mencionado, algumas informacdes associadas aos doadores das
amostras de PCA como os valores de PSA (antigeno especifico da prdstata)
antes da cirurgia, os valores de Gleason 1 e Gleason 2, o estddio clinico e o

volume prostitico encontram-se no Anexo 1.
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5.2 Resultados de qRT-PCR

Para definicdo do controle interno, foi realizado um teste preliminar
com oito amostras tomadas ao acaso utilizando os genes GUSB (utilizando
anteriormente por Watson et al. 2004), GAPDH, TBP e B2M. O GUSB e o TBP
mostraram a menor variagdo entre as amostras e foram incluidos nas andlises
subsequentes. Destes, o TBP mostrou melhor desempenho, ou seja, menor
desvio padrdo, no conjunto das amostras e foi utilizado nos cdlculos
subsequentes.

Como primeira aproximac¢do dos dados, utilizamos a férmula de cdlculo
de fold-change, empregando como pardmetros o controle interno TBP e os
valores de CT para WFDCI1 (Anexo 3). A distribui¢do dos valores de fold-
change obtida é apresentada na Figura 7. Observa-se uma ampla distribuicdo
sobre cinco ordens de magnitude, o que corresponderia a existirem amostras
com uma unidade de Delta 3 menores que 1 para cada 10 unidades de WFDC1
até um extremo de uma unidade de Delta 3 para 9.523 unidades de WFDC1.

Ainda para se obter uma visdo panoramica das rela¢cdes quantitativas
entre as duas variantes e a expressdo da MYHI11, utilizamos o mesmo tipo de
célculo, usando o MYHII como referéncia. Como explicado anteriormente,
células musculares sdo as responsdveis pela expressdo do gene WFDCI e seu
produto protéico ps20 e podem ser identificadas pelo marcador fenotipico
MYHII. A Figura 8 apresenta as distribuicdes dos valores obtidos. Observa-se
que, em algumas poucas amostras, a expressdo da WFDCI1 (Figura 8A) atinge
quase 8 vezes a expressdo da MYH11 (Amostras PCA28, PCA60 e BPHI105),
enquanto a Delta 3 (Figura 8B) foi sempre uma fracdo (maior valor

correspondendo a aproximadamente 1/10 da expressio da MYHI11).
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Figura 11. Variaciao no conteudo relativo (calculada como fold-change - 2°
AACYY de Delta 3, utilizando-se como referéncia a variante WFDC1. A linha
tracejada representa a curva de regressdo obtida a partir dos pontos
individuais obtidos para cada amostra. Os valores indicados correspondem a
propor¢cao entre unidades de Delta 3 e de WFDCI1, nos dois extremos de

distribuicdo.

Embora a utilizacdo da MYHII como gene de referéncia tenha
permitido uma boa visdo da relagdo geral entre a expressdo de MYH11 com as
duas variantes de splicing do gene WFDC1, ela ndao permite o estabelecimento
de correlacdes entre os seus conteddos relativos o que pode indicar o grau de
dependéncia na expressdo do gene WFDCI ou da expressdao seletiva da
variante de splicing, com as células musculares lisas e com o gene MYHII em

particular.
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Figura 12. Variacdo no conteuido relativo (calculada como fold-change) de

WFDC1 (A) e de Delta 3 (B), utilizando como referéncia o MYHI11. Sio

indicados os valores individuais obtidos para cada amostra. Nota-se que trés

amostras tiveram valores de WFDC1 relativamente maiores que MYHI 1.
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N° de amostras

N° de amostras

Por esta razdo, os dados obtidos na quantificacdo da expressdo de

MYHII, WFDC1 e Delta3 foram calculados como fold-change, segundo a

~ -AACT R . .
equacdo do 2°**“T utilizando como controle interno o gene TBP e, a seguir, o

valor

da mediana para cada

situacao,

como grupo de referéncia. A

distribuicao dos valores de fold-change sao apresentados na Figura 13.
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Figura 13. Distribuicao dos valores de fold-change obtidos para MYH11 (A), WFDC1 (B)

e Delta 3 (C) (10 classes distribuidas entre o menor e¢ o maior valor). Sio também

apresentados os valores médios e 1/10 do desvio padrao dos valores de fold-change para cada

gene ou variante nas amostras de BPH e PCA (D). O teste-t indicou diferenca significativa

entre as amostras de PCA e BPH apenas para o Delta 3 (*p=0.0116).
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5.3 Correlagdoes entre os valores de expressdo de MYHI I, WFDCI1 e Delta3

Como mencionado na introducdo, Watson et al. (2004) reportaram a
existéncia de relagdo exponencial entre o conteido de células musculares
lisas e a expressdo do gene WFDC1. Com esta informacdo, decidimos utilizar
o gene MYHII, um marcador de células musculares lisas, como medida da
quantidade de células musculares lisas nas amostras utilizadas para extragdo
de RNA, o que deveria apresentar maior fidelidade e menos arbitrariedade que
a informacdo do percentual de células musculares lisas observadas em cortes
histologicos de fragmentos obtidos do mesmo paciente, como feito naquele
trabalho. A Tabela 2 mostra ndo existir correlacdo entre os logaritmos de
fold-change entre as variantes WFDC1 entre si e com o gene MYHI1I, quando
considerado todo o universo amostral. Da mesma forma, ndo foi encontrada
correlacdo entre os mesmos parametros para as amostras de PCA. Nas
amostras de BPH, foi identificada correlagcdo positiva apenas entre a variante

WFDC1 e a MYHII.

Tabela 2. Correlacdo entre os valores dos logaritmos de fold-change obtidos
para o gene MYHII e as variantes de WFDCI (WFDCI1 e Delta 3) para todo o

conjunto de amostras e para as amostras de PCA e BPH.

WFDC1/MYH11 Delta 3/ MYH11 WFDC1/Delta 3

Total 0.31 0.01 -0.07
PCA 0.13 0.22 -0.05
BPH 0.53 -0.22 -0.07

Procuramos também identificar se haveria correlacdo entre a expressao
das variantes do gene WFDCI1 e caracteristicas dos pacientes (Tabela 3). A
Unica varidvel correlacionada nas amostras de PCA foi o estadiamento de
Gleason total (soma dos dois valores de Gleason mais prevalentes

identificados na bidpsia) e o conteddo de Delta 3. J4 nas amostras de BPH,
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houve correlacdes positiva entre a idade do paciente e o conteido de WFDC1

e de MYHII.

Tabela 3. Valores das correlagcdes obtidas entre a expressdo de WFDCI1, Delta
3 ede MYHII com a idade (em amostras de PCA e de BPH) e com os valores
de PSA pré-operatério, estadiamento de Gleason e volume prostdtico (para as

amostras de PCA).

WFDC1 | Delta3 | MYH11

Idade 0.05 0.13 -0.07

PCA PSA-pre -0.19 0.19 -0.29
Gleason-1 -0.20 0.09 -0.10
Gleason-total 0.03 0.42 -0.07

Volume
orostético -0.08 -0.16 -0.05
HPB Idade 0.40 0.17 0.20

Ao serem analisadas as distribuicdes dos valores de logaritmos dos
fold-change das variantes WFDC1 e Delta 3 contra os logaritmos dos fold-
change determinados para MYHII, observamos que havia um grupo de
amostras em que tanto WFDCI1 quanto Delta 3 estavam altos, a despeito da
baixa expressdao de MYHII (4rea indicada no quadrante superior esquerdo da
Figura 14. Tanto os dados de correlacio da (Tabela 2) quanto a inspecdo
visual desta plotagem indicam relativa independéncia entre a expressdo destes
genes/variantes. Entretanto, quando isoladas as amostras que apresentaram
baixos valores de MYHII, foi encontra relacido positiva entre ambos (WFDC1
e Delta 3) e MYHII.
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Figura 14. Distribuicio dos logaritmos dos fold-change de WFDC1 e Delta
3 contra os valores de MYHII (eixos do grafico). Nota-se que algumas
amostras apresentam valores elevados de uma ou ambas variantes de WFDC1,
independentemente da expressio de MYHII (4rea indicada pela caixa
tracejada). Ao se considerarem os valores de expressdo da MYHII acima da

mediana identificam-se correlagcdes positivas entre a expressdo das duas

variantes e da MYHI 1.

Esta observacdao concorda com a observacdo anterior de que células
epiteliais no PCA avancado podem expressar a WFDCI1. Para checar esta
possibilidade, procuramos determinar se haveria correlacdo entre a expressio
das variantes de WFDC1 com a progressao tumoral. A Figura 15 mostra uma
tentativa de refinar esta andlise, separando as amostras de BPH e de PCA e
fazendo distincdo entre as duas popula¢cdes observadas com respeito a
expressao de MYHII.
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Figura 15. Distribuicao dos logaritmos dos valores de fold-change de WDFC1 (A) e de
Delta 3 (B), em relacao a distribuicio dos valores obtidos para MYH]11. Nesta andlise, as
amostras que ocupavam o quartil inferior da distribui¢do de valores da MYHII foram
isoladas, revelando correlacdo positiva entre WFDCI e MYHI 1, nas amostras de BPH, mas
nio nas de PCA. Por outro lado, ndao houve correlacio entre Delta 3 e MYHII em nenhuma

situacdo.

Os resultados mostram correlacdo positiva entre a expressio de WFDC1
e a presenca de células musculares lisas (indicada pela expressdo de MYHI1)
nas amostras de BPH, mas ndo nas amostras de PCA. Por outro lado, sdo
observadas amostras de BPH e de PCA, com baixissima expressdao de MYHI1
e expressdo relativamente alta de WFDC1. Em contrapartida, ficou evidente
que a expressdo da variante Delta 3 ndo tem correlagdo com a expressdo de
MYHI1, nas amostras de PCA ou de BPH. Ficou mais claro também que mais
amostras apresentam alta expressdo de Delta 3, com baixissima expressdo de
MYHII.

Ainda interessados nos aspectos gerais da expressdo das variantes de
WFDCI, utilizamos duas formas de andlises globais dos dados. Na primeira
delas, utilizamos uma forma bastante visual denominada Minimum Spanning
Tree (MST). Para sua construcio, criamos uma matriz de distincias entre as
correlacdes obtidas entre cada amostra e todas as demais, baseadas nos
logaritmos dos valores de fold-change para a expressdo de WFDCI1, Delta 3 e
MYHII. A inspecdo visual da MST construida (Figura 16) permitiu verificar a
intercalagdo de amostras de BPH e de PCA, sem associacdo com os valores
correspondentes a MYHII, indicados pelos diametros dos vértices. Ficou
também evidente que algumas amostras de BPH e algumas amostras de PCA
ficaram segregadas em determinados segmentos da drvore. Ao utilizarmos
parametros como os valores de PSA antes da cirurgia (Anexo 4) ou mesmo 0s
valores de Gleason total (Anexo 5), ficou claro ndo existir qualquer padrdo de

distribuicdo.
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Figura 16. MST obtida a partir das distincias calculadas entre cada amostra a
partir da correlacido calculada com base na expressio de MYHII, WFDC1 e
Delta 3. Amostras de PCA sdo apresentadas em vermelho e as de BPH aparecem
indicadas em azul. Os didmetros dos vértices correspondem aos valores de

expressdo da MYHII.

Na segunda tentativa, utilizamos o software MeV na tentativa de
clusterizacdo das amostras. Os resultados mostrados na Figura 17 indicam que
as amostras sao organizadas em dois clusters, no primeiro identifica-se
correlacdo entre WFDC1 e MYHII e na segunda, entre Delta 3 e MYHII. O
que deriva desta observacdo ¢é que existem amostras de PCA que se
distinguem quanto a expressdo de MYHII, WFDCI1 e de Delta 3 e amostras de
BPH que se distinguem quanto a expressdo de MYHII e Delta 3 (Figura 17).
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Figura 17. Clusterizacao dos resultados de qRT-PCR para MYHI11, WFDC1 e

Delta 3, utilizando-se o software MeV. As amostras
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clusters. O Cluster 1 indica correlagdo positiva entre WFDC1 e MYHI1 e o Cluster

2 indica correlagdo positiva entre Delta 3 e MYHII.

"Unpairedz-test”

SM-MEC Deltal
e *
— T
S o M T
o
She N
2 — A
Cluster 1  Cluster 2 Cluster 1  Cluster 2
P65 p=0.038
2 1.
1 b — 0. _I_

BPH

..*?:L?

Cluster 1  Cluster 2 ! Cluster 1  Cluster 2
p>0.05 p=0.029

20
15
10
05
00
05
A0

10
05
00

05

WEDCT
1T

=

Cluster 1  Cluster 2
p=0.014

-

- 1
Cluster 1  Cluster 2
p 005

64



Figura 18. Anadlise estatistica dos valores de expressdo de MYHI1, WFDC1 e
Delta 3, nas amostras de PCA e de BPH clusterizadas de acordo com a Figura
17. Foram observadas diferencas estatisticas (p<0.05) de acordo com o teste-t para
o WFDCI1, nas amostras de PCA e para Delta 3 tanto nas amostras de PCA como nas

de BPH.

No conjunto, os resultados acima demonstram que existem variagdes
nas expressdes da MYHII, WFDC1 e Delta 3 entre as diferentes amostras e
que algumas amostras de PCA e de BPH segregam-se em pequenos grupos.

Procurando investigar possiveis eventos embebidos nas andlises
quantitativas, buscamos avaliar em mais detalhes a distribuicdo dos valores
de expressdo para cada gene ou variante.

Primeiramente, investigamos o padrdo de varia¢do de expressdao de cada
gene/variantes. Observamos que hd uma variacdo exponencial nos valores de
fold-change, mais marcantes para as variantes de splicing do transcrito
codificado pelo gene WFDCI do que para MYHII (Figura 19A). Na
sequéncia, procuramos investigar os valores de expressdo desviavam-se da
curva de variagdo exponencial obtida para cada um deles (Figura 19B-C) e
notamos oscilacdes positivas ou negativas, o que nos levou a perguntar se
elas estariam associadas ao fato de serem oriundas de amostras de BPH ou
PCA. A identificacdo das amostras mostrou certa segregacido dos dois grandes
grupos.

Observamos que os valores de expressdo para WFDCI1 variam
harmonicamente ao redor da curva de regressdao, com amostras de PCA e de
BPH intercaladas entre si, exceto para trés pequenos subgrupos, que se
segregaram (indicados pela caixa verde, na Figura 19A). A intercalagdo entre
amostras de PCA e de BPH foi mais marcante para Delta 3, exceto para um
grupo de amostras de PCA que apresentaram os maiores valores de expressdo
(indicados pela caixa verde na Figura 19B). Igualmente intercaladas ficaram
as amostras de BPH e de PCA, com respeito a expressao de MYHII, a excecdo
de dois pequenos grupos de BPH e de PCA com os maiores valores de

expressdo (caixa verde na Figura 19C).
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O que estes dados indicaram foi que havia distribuicdo exponencial dos
valores de expressdo do WFDCI, Delta 3 e de MYHI1, e uma certa segregacio

das amostras quanto aos valores de expressdo individual.
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Figura 19. Curvas de regressio obtidas para os valores de fold-change de
WFDC1, Delta 3 e MYHI11 (A) e variacoes dos dados reais ao redor delas

para todas as amostras (B-D).

Concentrando-nos no fato de que WFDC1 e Delta 3 sdo expressos pelo
mesmo gene e nas segregacdes parciais entre as amostras de PCA e BPH
observadas até o momento, procuramos determinar se haveria relagdes
quantitativas entre as duas variantes. Assim, procuramos verificar a
distribuicao das razdes entre as expressdes das duas variantes para cada
amostra, eliminando a dependéncia do conteddo de células musculares lisas

(e, portanto, da expressdo de MYHII) em cada amostra utilizada. As Figuras
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20 e 21 apresentam a distribuicdo de valores, mostrando uma variacdo de

quase mil vezes (trés unidades na escala logaritmica). Além disto, observamos

uma nitida segregacdo das amostras de PCA e de BPH, com uma oscilagido

harmo6nica com respeito a curva de regressio. Ao serem analisadas as

diferencas entre os valores individuais e aqueles calculados, notamos a

distribuicdao discreta em subpopulacdes,

proporcdes

especificas entre WFDC1 e Delta 3 (Figura

cujos valores médios

indicavam

Assim,

identificamos populacdes oscilantes ao redor das proporgdes 1:3, 1:1 e 10:1, e

extremos indicando auséncia da variante WFDC1 (1:25) ou da Delta 3 (50:1).
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Figura 20. Variaciao dos valores de fold-change obtidos para WFDC1 (A),
Delta 3 (B) e MYHI11 (C), considerando as amostras de BPH (azuis) e de
PCA (vermelhas).
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Figura 21. Oscilacdo nos valores de fold-change obtidos para as variante
Delta 3 (tendo como referéncia o a expressio de WFDC1) em amostras de
BPH (azuis) e PCA (vermelhas). O griafico mostra que amostras de BPH e de PCA
apresentam distribuicdes discretas e intercaladas entre si, indicando ndao haver associagdo
entre PCA ou BPH com a predomindncia na expressdo das duas variantes de WFDCI.

Observa-se a segregacdo das amostras de BPH e PCA.
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Figura 22. Distribuicao de probabilidades cumulativas para os valores de
fold-change obtidos para Delta 3, utilizando a expressio do WFDC1 como
referencia. As diferentes cores indicam diferentes segmentos da distribuigdo.
Fica clara a existéncia de pequenos subgrupos virtualmente idénticos (azul,
vinho, verde de vazado), com relagdes quantitativas aproximadas indicadas
nas caixas. Os valores de fold-change sdo os mesmos apresentados na Figura

6.
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Figura 23. Distribuicao de probabilidade cumulativa utilizando 1-F(x).
Dados iguais ao da Figura 6, analisados da mesma maneira que na Figura 17
(escala invertida em Y e sem escala logaritmica. Os dados parecem se
distribuir em quatro classes principais. Na primeira, hd predominio de
WFEDCI1 (preto). Em duas delas, parecem haver relacdes aproximadas de 1:100
e 1:40 (Delta 3:WFDC1). No quarto grupo, constituido de apenas quatro

amostras, hd grande predominio de Delta 3.
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6. DISCUSSAO

A glandula prostdtica apresenta um importante papel na producido de
componentes do liquido seminal e na regulacdo da eliminacdo da urina. Sua
embriogénese classicamente descrita por McNeal (1981) relata que os botdes
prostiticos vdo se desenvolvendo, formando as regides luminais e toda a
organizac¢do epitélio-mesénquima que compde o O6rgdo a partir de uma
estimulacdo hormonal que experimenta um periodo de repouso do nascimento
até a puberdade, mas se mantém durante toda a vida dos homens.

A préstata cresce naturalmente a medida que seu desenvolvimento
ultrapassa os 40 anos de vida e, diante disso, muitos questionamentos sao
feitos a respeito desse distirbio de crescimento, patologicamente classificado
como hiperplasia. De acordo com Schauer e Rowley (Schauer and Rowley,
2011) parece existir uma “biologia da prioridade” que tenta explicar
evolutivamente a manutencdo de um ciclo de eventos morfofisiolégicos que
passa a ocorrer na prdstata a partir do envelhecimento. Tudo leva a crer que
as células apresentam uma programacgdo genética que define a multiplicacdo
celular nesse periodo de vida. A embriogénese de mamiferos dentro de um
ambiente, a principio, completamente estéril, seguindo um padrdo especifico e
simétrico de divisdo celular, e a diferenciacdo regulada de tecidos e 6rgaos,
mantém a  perspectiva inicialmente organizada e controlada de
desenvolvimento biolégico. No entanto, a homeostasia teoricamente
preservada por esse ambiente, passa a ser interrompida por diversos tipos de
ocorréncias externas, lesdes fisicas e quimicas, nutricionais e microbianas,
induzindo necessariamente uma biologia de reparo continua, mesmo no
envelhecimento. Uma vez a lesdo corrigida e o reparo finalizado, a biologia
dos tecidos e drgdos retorna a sua prioridade de diferenciacdo funcional, uma
vez que mesmo nos adultos, a presenca de células-tronco ratifica a
diferenciacdo celular. Entretanto, no envelhecimento ou senescéncia, o0s
processos inflamatérios caracteristicos do reparo tecidual mantém-se
cronicos, favorecendo que outras doencas associadas a idade afetem a
eficiéncia da transicdo reparo-homeostase e diferenciacdo (Campisi, 2011;

Davalos et al., 2010; Madar et al., 2009; Schulz et al., 2003),
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A inflamacdo gerada pelas lesdes associadas a diferenciacdo é uma
resposta inata do organismo (cuja caracterizacdo de eventos e recrutamento
celular varia de acordo com o grau de lesdo e com a prépria biologia do
individuo) tem proporcionado diversas hipdteses com relacdo a patogénese
das doengas prostdticas. Kramer et al. (Kramer et al., 2007) fizeram uma
minuciosa revisdao bibliogrdfica, concluindo que ha fortes indicios de que a
Hiperplasia Prostdtica Benigna (BPH) seja uma doenca inflamatoéria.

Diante disso, criam-se alguns paradoxos: 1) as doencas relacionadas a
prostata sdao geradas em func¢do de uma programacgdo genética da prioridade
(Schauer and Rowley, 2011) que, na tentativa de retorno a homeostase e a
diferenciacdo apo6s lesdes, determina os efeitos inflamatdérios, ou 2) as
doencgas prostdticas s@o apenas geradas por uma resposta imunoldgica
(Kramer et al., 2007; Palapattu et al., 2005), ou 3) a prdstata é um 6rgao que
biologicamente teria “prazo de validade” (principalmente ao se analisar as
baixissimas expectativas de vida da humanidade no passado) (Ressler and
Rowley, 2011) ou 4) se as doencgas prostdticas sdo uma associacido entre um
legado genético e o meio ambiente (exposicdo aos agrotdxicos, tabagismo,
etilismo, parasitas, etc.) e, portanto, sua etiopatogenia € aleatoria (Alhasan et
al., 2008; Bingle and Vyakarnam, 2008; Farnsworth, 1999; Schulz et al.,
2003; Thomson et al., 2008). Sabe-se, de fato, que as alteracdes prostdticas
ocorrem a partir da quarta década de vida nos homens (Alcaraz et al., 2009;
Schauer and Rowley, 2011; Xia et al., 2012; Yap and Emberton, 2010).
Independente da origem, faz-se necessdrio atentar para o que a biologia do
6rgdo pode revelar. Possivelmente, a sinergia de fatores genéticos ou
evolutivos, hormonais, andropausa ou alimentacdo, estd associada as
mudancas da morfofisiologia da prdstata que ocorrem gradativamente com o
envelhecimento (Campisi, 2011; Madar et al., 2009).

A presente tese objetivou explorar um aspecto particular da biologia
prostédtica. O alvo do estudo foi centrado na expressdo do gene WFDCI pelas
células musculares lisas (CML), com distincdo entre suas duas variantes de
splicing WFDC1 e Delta 3.

Além de ser responsdvel pela contractilidade da glandula, pela
regulagcdo pardcrina entre o epitélio prostdtico e o estroma e pela remodelacio

da matriz extracelular (Vilamaior et al., 2000), as células musculares lisas sido
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responsdveis pela secrecdo de diversas proteinas e polipeptideos importantes
para o controle do crescimento celular, para o reparo, angiogénese e
remodelacdo prostdtica (Cunha et al., 2004; Thomson et al., 2002). Tudo leva
a crer que as CML apresentam fendtipos diferentes mediante a atividade
exercida (Antonioli et al., 2007; Antonioli et al., 2004) No entanto, ndo se
pode ainda caracterizar com certeza se a diferenciacido e desdiferenciag¢do das
CML apresentam uma coordenagdo especifica e bem orquestrada, que possa
resultar na compreensdo do comportamento patoldgico da prdstata. Wong e
Tam (2002) desenvolveram um modelo animal de carcinogénese prostética
que usava uma combinacd@o de testosterona e estrogeno. Eles concluiram que
durante o processo de carcinogénese da glindula, mudancas ocorrem nos
perfis das proteinas de secrecdo, expressdo de fatores de crescimento e
expressdo de oncogenes e genes de supressdo tumoral. Afirmaram que essas
mudancgas estdo associadas a desdiferencia¢cdo das CML.

Tuxhorn et al. (Tuxhorn et al., 2001; Tuxhorn et al., 2002) afirmam que
essa mudan¢a fenotipica caracteristica do estroma prostiatico estaria
relacionada a Hiperplasia Prostdtica Benigna (BPH) e denominaram de
estroma reativo, bastante retratado em diversas publicacdes (McAlhany et al.,
2003; Ressler and Rowley, 2011; Untergasser et al., 2005). Contudo, parece
6bvio perceber que a reatividade estromal estd diretamente ligada aos
processos inflamatdrios caracteristicos da BPH e que ndo necessariamente
apresentam alguma importdncia aparentemente causal da doenga, e sim uma
imensa contribui¢cdo morfoldgica.

As CML expressam uma proteina estromal, a ps20, que possivelmente
controla a proliferacdo celular e estd envolvida na manutencdo da sinalizacdo
epitélio-estroma, com a angiogénese e com a secrecdo de diversos fatores de
crescimento. O gene WFDCI foi identificado como possivel supressor
tumoral, uma vez que sua expressdo € reduzida nas préostatas com PCA. Além
disso, o gene apresenta baixa regulagdo no cancer de prdstata e essa
observacdo foi a primeira indicagdo de que o microambiente estromal do
tumor era diferente do estroma normal, corroborando a importancia da ps20
nos estudos sobre a patologia da préstata (Ressler and Rowley, 2011).

Watson et al. (Watson et al., 2004) estudaram alguns polimorfismos

genéticos que pudessem ter correlacdo com o cadncer prostidtico, no entanto,
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comprovaram que as mutacdes conhecidas no gene WFDCI ndo tem
associagdo com o cancer.

O presente estudo € original, no sentido de se fazer uma investigacdo
do padrdo de expressdio do gene WFDCI em amostras de tecido humano
oriundas de casos de BPH e de PCA, buscando estabelecer correlacdes
quantitativas entre as variantes WFDC1 e Delta 3.

Muitos trabalhos atuais estdo revelando a importancia de se conhecer o
papel do estroma prostdtico na prostatite crdnica, processo inflamatdério que
apresenta células mononucleares especificas, mediadores quimicos especificos
como as interleucinas 8, 12 e 23, diversos fatores imunoldégicos envolvidos e
fatores de crescimento regulados por hormdnios (Fibbi et al., 2010).

Nossas amostras foram obtidas a partir de cirurgias utilizadas no
tratamento de BPH e PCA. O padrdo de idades dos doadores difere daquele
identificado em necropsias (Bostwick et al., 1992). A possivel explicacdo
para esta diferenca reside no fato de que as primeiras foram diagnosticas a
partir de sintomas urindrios ou parametros clinicos, enquanto as outras foram
identificadas em tecido prostidtico, mas ndo estavam necessariamente
associadas a manifestacdes da doenca. Em outras palavras, a detec¢do da
doenca depende da manifestacdo de sintomas e estes demoram mais para
serem notados nos casos de hiperplasia. Outra explicacdo possivel é que a
cirurgia tenha sido protelada nos casos de BPH, em funcdo de tentativas de
tratamento medicamentoso.

Embora tenha sido reportada uma relacdo exponencial entre os valores
de expressdo de WFDC1 e o percentual de células musculares lisas nas
amostras (Watson et al., 2004), nossos dados nao identificaram correlacido
entre a expressdo de WFDC1 (ou Delta 3) com MYHII em amostras de PCA.
Esta correlagdo sé foi estabelecida nas amostras de BPH, particularmente
quando a subpopulacdo com baixa expressio de MYHII foi excluida. Por
outro lado, as andlises também demonstram que sdo encontradas amostras com
expressdo elevada de WFDC1 e/ou de Delta 3, quando a expressdo de MYHI 1
foi muito baixa. Este resultado pode revelar que a expressao de WFDCI
ocorre de forma independente da expressdio de MYHII, indicando que a
desdiferenciacdo das células musculares lisas ndo tem impacto na expressio

do gene WFDCI (ao contrario do que se espera para os marcadores de células
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musculares lisas, como actina de musculo liso ou MYHII). Por outro lado, a
estes resultados podem ser explicados pelo fato de que o gene WFDCI1 ¢
expresso por outros tipos celulares. A demonstracdo de que a WFDC1 pode
ser expressa tanto por células epiteliais nos PCA avancados (McAlhany et al.,
2004) e em determinadas populag¢des de linfécitos CD4 (Alvarez et al., 2008;
Alvarez et al., 2011), podem estar associadas a este novo padrdao de
expressio.

Ainda na busca de padrdes gerais de expressdo das variantes WFDCI1 e
Delta 3, identificamos que a segunda mostra correlacdo com os valores de
Gleason somados. Este parametro pode estar associado tanto com a
modificacdo fenotipica das células musculares lisas, comumente observadas
na progressdao do cadncer de préstata, a expressido pelas células tumorais, ou,
ainda, pela presenca de linfécitos CD4 recrutados para o tecido.

Um a observagdo relevante oriunda das presentes andlises foi a de que
as amostras de PCA e BPH formam subgrupos que por sua vez se intercalam
entre si. Isto foi identificado tanto na formacdo de clusters, quanto na MST.
Sem a identificagcdo de parametros adicionais, com predominédncia celular ou
aspecto inflamatério, ou existéncia de polimorfismos, torna-se praticamente
impossivel estabelecer fatores determinantes para estes padroes.

Por outro lado, os resultados também revelaram que no conjunto, as
amostras apresentam um padrdo oscilatério ao redor das curvas de regressdo.
Este padrdo foi reforcado quando foi analisada a razido entre os valores de
expressdo da variante WFDC1 e Delta 3, que preservaram igualmente o
agrupamento de amostras de BPH e de PCA, variando em proporc¢des de quase
1000 vezes.

A interpretacdo légica e mais imediata para este padrdo é que existem
fatores determinantes da proporcdo entre as variantes de splicing que se
manifestam nas populacdes, resultando em oscilagdes ao redor dos valores
1:3, 1:1 e 10:1, mas com extremos em 1:25 e 50:1. Estes dois dltimos devem
indicar a preponderiancia de uma variante ou da outra.

Determinacdes das relagcdes quantitativas entre variantes de splicing sdo
infrequentes. Num trabalho recente utilizando pirosequenciamento, foram

determinadas as proporcdes entre as formas Gasp,+CAG, Gasi-CAG,

Gass+CAG e Gass-CAG da subunidade alfa das proteinas G heterotriméricas
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(Frey et al., 2005), com duas formas varidveis Gass+CAG (0,32 a 0,57 do
total) e Gas.-CAG (0,14 a 0,41 do total) (ou seja 1:1,8 a 1:7,1) (e as demais
relativamente constantes) em diferentes células e tecidos, que se tratam de
faixas bem mais estreitas que aquelas reportadas aqui para a WFDC1 e Delta
3. Em outras abordagens, hd referéncias apenas quanto a abundancia maior ou
menor de uma ou outra variante.

Embora os parametros quantitativos aqui apresentados sejam
suficientemente s6lidos para ditar aspectos da regulagdo da expressdo do gene
WFDCI, andlises adicionais serdo necessdrias para buscar os fatores
responsaveis pela regulacdo da sua expressdo nas células musculares lisas,
pela adocdo da expressdo pelas células tumorais e pela variagdo na expressdo
de WFDCI em linfécitos CD4, todos com contribui¢do provdvel para a

determina¢do do conteddo final de WFDC1 e Delta 3 na préstata humana.
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7. CONCLUSOES

1. As variantes de splicing WFDC1 e Delta 3 do gene WFDCI podem
ser quantificadas por RT-PCR, utilizando conjunto de primers/sondas

especificos.

2. A expressdo das variantes WFDCI1 e Delta 3 sdo independentes entre
si. Foi identificada correlagdo entre a variante WFDC1 e MYHI11 (utilizado
como marcador de células musculares lisas) nas amostras de BPH, mas néo
nas amostras de PCA. A variante Delta 3 expressa-se de forma independente

de MYHI11.

3. Existe correlagdo positiva entre Delta 3 e a progressdo do cancer de
prostata, identificado pela somatdéria dos dois graus de Gleason

predominantes.

4. As amostras de BPH e de PCA apresentam comportamento oscilante
nos valores de expressdao da variante WFDC1 e, mais evidentemente, da razdo

entre WFDC1 e Delta 3.

5. BPH e PCA apresentam distribui¢cdes discretas e intercaladas entre
si, na distribuicdo dos valores de expressdao das variantes WFDC1, Delta 3 e

da razdo entre WFDCI1 e Delta 3.

6. Existem subpopula¢gdes que incluem tanto amostras de BPH quanto
de PCA que apresentam valores discretos da razio WFDCI1 e Delta 3

centrados em 1:3, 1:1 e 10:1, mas com extremos em 1:25 e 50:1.
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Dados clinicos relacionados as amostras de PCA e BPH. NI= nio informado.

ANEXO 1

Biopsias de PSA- Gleason | Estadio | volume
PCA |dade Pre Gleason_1 | Gleason_2 total clinico | prostatico

1 56 5 3 4 7 Tic 35
9 60 2.4 5 4 9 T2c 30
17 48 3.8 3 3 6 T2b 35
18 63 21.9 4 4 8 T3a 50
19 74 8.1 4 4 8 T2b 60
20 65 2.9 4 4 8 T3a 60
21 71 3.5 4 3 7 Tic 40
22 61 8.5 3 4 7 T2a 40
23 51 2.8 3 4 7 Tic 40
24 75 5.46 4 4 8 Tic 40
28 NI NI NI NI NI NI NI
29 NI NI NI NI NI NI NI
31 62 12 3 4 7 T3a 40
33 65 NI NI NI 7 Tic 80
34 70 2.3 3 4 7 T2c 50
36 61 5.3 NI NI 6 NI NI
37 44 4.8 3 4 7 T2a 25
41 48 9.2 4 4 8 Tic 30
45 58 19 4 4 8 Tic 40
47 65 9 3 4 7 T2a 40
50 52 6.6 4 3 7 Tic 40
51 67 2.6 4 4 8 T2a 35
54 62 8.2 4 3 7 T2b 30
56 66 9.3 4 4 8 T2b 45
59 77 5.7 4 4 8 Tic 40
60 56 2.7 3 3 6 T2c 30
64 74 4.9 3 4 7 Tic 40
65 57 5.7 3 3 6 Tic 90
69 NI NI NI NI NI NI NI
73 58 5.6 4 3 7 Tic 40
74 56 5.2 3 3 6 T2a 50
79 NI NI NI NI NI NI NI
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Resultado do Anatomo-patolégico
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Valores de concentracao e qualidade do RNA total extraido das amostras de

ANEXO 2

PCA (amarelo) e BPH (verde).

Biopsia 1D C(ng/pulL) A260/ 280 A260/230

1 2954 912 1,88 1,92
9 2887 912 1,84 1,97
17 2891 908 1,85 1,96
18 2962 1014 1,84 1,85
19 2942 1006 1,83 1,93
20 2862 268 1,92 1,71
21 2901 593 1,91 1,95
22 2790 737 1,9 1,97
23 2877 385 1,92 2,05
24 2910 762 1,87 1,89
28 2973 1862 1,90 1,77
29 2945 707 1,89 1,61
31 2775 822 1,84 1,75
33 2802 1085 1,79 1,71
34 2870 1022 1,79 1,74
36 2968 1023 1,81 1,64
37 2850 2155 1,72 1,65
41 2909 859 1,82 1,81
45 2783 156 1,93 1,76
47 2777 814 1,87 1,88
50 2878 3123 1,68 1,86
51 2881 3042 1,71 1,87
54 2955 2551 1,82 2,03
56 2800 923 1,83 1,82
59 2768 688 1,87 1,90
60 2903 670 1,90 2,03
64 2846 830 1,87 1,89
65 2767 404 1,93 1,70
69 2866 755 1,86 1,89
73 2930 566 1,87 2,04
74 2770 2427 1,82 1,80
79 2908 1755 1,91 2,15
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ANEXO 3

Valores de CT obtidos para TBP, WFDCI1, Delta 3 e MYHI1 para as amostras de
PCA e BPH. ND = Néao determinado.

Bi}‘)’gias TBP  WFDCl  Delta3  MYHII Bi;}';i;as TBP WFDCl Delta3 MYHII
1 37.08 37.94 ND 30.84 83 32.83 33.62 3440 3054
9 31.68 31.03 34.47 2470 84 30.54 31.89 3466 2487
17 26.65 28.65 3239 21.20 85 3297 33.49 3647 2667
18 3149 3224 34.15 29.35 87 2571 26.61 30.75 19.78
19 30.44 30.25 33.61 24 .81 88 35.94 32.06 3637 2626
20 31.14 27.86 34.49 23.99 89 33.00 34.16 3477 3126
21 26.80 28.02 33.18 20.84 90 37.09 33.91 4149 3173
22 3234 3321 35.52 28.24 91 25.82 26.57 29.64 19.82
23 30.12 25.18 33.18 2278 92 35.63 32.98 3989 2719
24 31.66 32.52 34.64 29.65 94 31.84 32.39 3334 2997
28 30.45 27.47 36.09 30.47 96 32.03 33.01 3451 3029
29 3271 33.74 37.10 26.08 98 33.11 32.01 37.16 2588
31 2930 25.40 33.00 22.89 100 2592 28.42 2970 1942
33 3259 33.57 35.92 29.72 101 32.10 33.41 3379 3081
34 34.00 31.20 38.11 30.65 102 3231 28.40 3538 2522
36 33.83 35.05 37.82 28.83 103 31.11 26.78 3407 2359
37 32.61 32.05 35.56 25.60 104 33.05 34.58 3370 29.00
41 28.62 30.37 31.53 23.75 105 32.19 30.00 3729 3070
45 3292 33.77 36.06 30.29 106 35.62 33.11 3798 2685
47 33.87 33.08 36.44 26.19 108 35.72 35.57 4108 2858
50 32.17 3153 36.93 27.12
51 31.88 32.62 34.53 30.59
54 31.72 30.93 34.71 25.11
56 3539 32.67 41.88 31.18
59 34.01 33.35 36.94 25.99
60 3323 30.10 37.11 30217
64 3324 32.42 35.65 25.59
65 38.42 39.69 ND 30.99
69 32.54 34.12 36.67 26.89
73 3358 33.39 37.47 26.27
74 33.10 32.42 39.10 30.48

79 37.08 37.94 ND 30.84



ANEXO 4

MST obtida a partir das distdncias calculadas entre cada amostras a partir da correlacio
calculada com base na expressdo de MYHII, WFDC1 e Delta 3. Amostras de PCA sido
apresentadas em vermelho e as de BPH aparecem indicadas em azul. Os didmetros dos

vértices correspondem aos valores de PSA pré-operatério. As amostras de BPH receberam

um valor arbitrario 1.
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ANEXO 5

MST construida a partir da matriz de distdncias de correlagdo calculadas entre as amostras
com base na expressdo de MYHII, WFDCI1 e Delta 3. Amostras BPH sido indicadas em
azul. As amostras de PCA sido indicadas em diferentes cores (branco, ndo informado;
amarelo, Gleason 6; laranja, Gleason 7; vermelho, Gleason 8; vinho, Gleason 9). Os

diametros dos vértices correspondem aos valores de expressdao da MYHII.
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