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RESUMO

O céncer de prostata € o0 mais importante tumor urolégico e o segundo mais
frequente no homem. As taxas de incidéncia e de mortalidade desta doenga
multifatorial sdo muito variadas e leva em conta fatores comportamentais e pré-
disposicéo genética. Os principais fatores predisponentes sdo idade avancada, raca
e historia familiar. Dentre os varios subtipos histologicos, o adenocarcinoma acinar €
0 mais frequente. A classificagcdo deste tumor, a partir da ultra-sonografia transretal
com biopsia por agulha, € feita pelos graus de escore de Gleason e pela
Classificacdo TNM que fornece o estadiamento do tumor. O carcinoma de proéstata,
além de ter grande propensao em formar metastases, € regulado por varias vias
moleculares de sinalizacdo por meio de genes, proteinas, enzimas, receptores e
fatores de transcricao.

O carcinoma de células renais € o terceiro mais comum tumor urolégico. A grande
variacdo na taxa de incidéncia se correlaciona com a area geografica. Os fatores de
risco podem ser varios como tabagismo, doencas genéticas e alteracfes génicas. A
grande maioria dos casos ocorre em adultos no parénquima renal e, além de
compreender cinco subtipos histoldgicos, o de células claras e esporadico € o mais
frequente. A diferenciagao histolégica é feita pelo grau de Fuhrman e o estadiamento
pela Classificacdo TNM. Como as manifestacdes clinicas sdo variadas, a maioria
dos pacientes sdo diagnosticados incidentalmente e por ultra-sonografia.

As enzimas timidina fosforilase e uridina fosforilase 1 e 2, bem como os fatores de
transcricdo PDEF e ETV4, sdo relatados como componentes das vias que levam a
tumorigénese e/ou a metastizagéo.

O objetivo deste trabalho € analizar estas enzimas e fatores de transcricao,
correlacionando-as com variaveis clinicas e patolégicas nos tumores de prostata e
de rim, bem como nos tecidos adjacentes a estes tumores, pela técnica de RT-PCR
em tempo real.

No cancer de prOstata, a média geomeétrica da expressédo relativa dos fatores de
transcricdo PDEF e ETV4 entre os tecidos benignos e tumorais, apresentaram
correlagcdo significativa com uma maior expressao relativa no tumor quando
comparado ao seu benigno. Estes fatores também apresentaram uma correlacéo

significativa entre eles no tecido tumoral e no tecido benigno. As médias geométricas



da expressao relativa das enzimas timidina fosforilase e uridina fosforilase 1 se
correlacionaram fortemente e significativamente entre os tecidos benignos e
tumorais da prostata. A meédia geométrica da expressdo relativa da timidina
fosforilase também se correlacionou de forma moderada e significativa com a do
ETV4, entre os tecidos benignos. A média geométrica da expressdo relativa da
uridina fosforilase nos tumores T3 foi significativamente menor do que nos tumores
T1 e T2 da prostata.

No carcinoma de rim a Classificacdo TNM se correlacionou fortemente e
significativamente com a expressédo relativa da enzima timidina fosforilase, e se
correlacionou de forma negativa, muito forte e significativamente com a enzima
uridina fosforilase. A expressdo relativa do fator de transcricdo ETV4 se
correlacionou de forma negativa, forte e significativamente com a Classificacdo TNM,
e se correlacionou de forma forte e significativamente com a expresséo relativa de

uridina fosforilase nos tecidos tumorais de rim.

Palavras-chave: céancer de prostata, carcinoma de células renais, RT-PCR em
tempo real, timidina fosforilase, uridina fosforilase 1, uridina fosforilase 2, fator de

transcricdo ETs, PDEF, ETV4, expressao relativa



ABSTRACT

Prostate cancer is the most important urological tumor and the second most common
in men. The incidence and mortality of this multifactorial disease are varied and take
into account behavioral factors and genetic predisposition. The main predisposing
factors are age, race and family history. Among the various histological subtypes, the
acinar adenocarcinoma is the most common. The classification of this tumor, from
transrectal ultrasonography and biopsy needle, is made for degrees of Gleason score
and TNM classification that provides for tumor staging. The prostatic carcinoma has a
propensity to metastasize and is regulated by various molecular signaling pathways
through genes, proteins, enzymes, receptors and transcription factors.

The RCC is the third most common urological tumor. The wide variation in incidence
correlates with the geographical area. Risk factors can be various as smoking,
genetic diseases and genetic alterations. The vast majority of cases occur in adults
and in the renal parenchyma, and comprise five histological subtypes, the clear and
sporadic cells being the most common. The histological differentiation is made by
Fuhrman grade and staging by TNM classification. As the clinical manifestations are
varied, most patients are diagnosed incidentally and by ultrasonography.

The enzymes thymidine phosphorylase and uridine phosphorylase 1 and 2 as well as
the transcription factors PDEF and ETV4 are reported as components of pathways
leading to tumorigenesis and / or metastasis.

The objective of this work is to analyze these enzymes and transcription factors and
their correlation with clinical and pathological variables in prostate and kidney
cancers as well as in bening tissue, by RT-PCR in real time.

In prostate cancer, the geometric mean of the relative expression of transcription
factors PDEF and ETV were greater in the tumor than in the benign tissues These
factors also had a significant correlation between them in tumor tissue and benign
tissue. The geometric mean of relative expression of the enzyme thymidine
phosphorylase and uridine phosphorylase 1 strongly and significantly correlated
between them in benign and in malignant prostate samples. The geometric mean of
relative expression of thymidine phosphorylase also correlated moderately and

significantly with the ETV4 in benign tissues. The geometric mean of relative



expression of uridine phosphorylase in tumor T3 was significantly lower than in T1
and T2 prostate tumors.

Kidney carcinoma TNM Classification strongly and significantly correlated with the
relative expression of the enzyme thymidine phosphorylase and negatively correlated
very strong and significantly with the enzyme uridine phosphorylase. The relative
expression of the transcription factor ETV4 correlated negatively and significantly
stronger with the TNM classification, and correlated with strength and significance

with the relative expression of uridine phosphorylase in tumor tissues of the kidney.

Key words: prostate cancer, renal cell carcinoma, RT- PCR real time, thymidine
phosphorylase, uridine phosphorylase 1, uridine phosphorylase 2, transcription factor
ETs, PDEF, ETVA4, relative expression
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INC: Instituto Nacional do Cancer

KLF6: gene do factor 6 ligado a Krueppel

KLK2: peptidase 2 relacionada a calicreina

LASP1: gene que codifica a proteina LIM e a protein 1SH3

LHCCR: leiomiomatose de carcinoma de células renais hereditario
m-TOR: mecanistico alvo da rapamicina

MAPK: proteina quinase mitbgena-ativada

MAPKAPK: proteina quinase ativada por MAP quinase

Maspin: inibidor da protease serina mamaria

MET/c-Met: proto-oncogene receptor do fator de crescimento dos hepatocitos
MEK: proteina quinase mitégena ativada

MM: mesénquima matanéfrico

MMPs: metaloproteinases da matriz

MMP1: metaloproteinase da matriz 1 (colagenase intersticial)

MMP2: metaloproteinase da matriz 2 (gelatinase A)



MMP3: metaloproteinase da matriz 3 (estromelisina-1)

MMP7: metaloproteinase da matriz 7 (matrilisina)

MMP9: metaloproteinases da matriz 9 (gelatinase)

MMP13: metaloproteinases da matriz 13 (colagenase)
MNGIE: encefalopatia neurogastrointestinal mitocondrial
MSRL1: gene macrophage scavenger Receptor 1

MX11: membro das familias das proteinas X11

Myc: oncogene viral homologo a mielocitomatose aviaria

Na*: ion sodio

NBRL1: vizinho de uma proteina do gene BRCA1

ND: dominio negativo

NDRG1: N-Myc Downstream Regulated 1

NKX3: gene homeobox do receptor de traquiquinina 3
NKX3.1: gene homeobox 1 do receptor de traquiquinina 3
PCAP: locus genético de predisposicdo ao cancer de préstata
PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

PD: dominio pontiagudo

PD-ECGF:fator de crescimento de células endoteliais derivado de plaguetas
PDEF: fator ETs derivado da prostata

PDGF: fator de crescimento derivado de plaguetas

PEAS: ativador do potenciador do polyomavirus 3



PECAM-1: molécula de adesao celular endotelial plaquetéaria 1
PG: prostaglandina

PIA: atrofia inflamatéria proliferativa

PIM1: oncogene pim 1

PIN: neoplasia intraepitelial prostatica

PI3K: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase

PKA: proteina quinase A

PPP1: fosfoproteina fosfatase 1

PPP2: fosfoproteina fosfatase 2

PR: prostatectomia radical

PSA: antigeno especifico da prostata

PSCA: gene que codifica o antigeno da stem cell prostéatica
PTEN: fosfatase e homélogo de angiotensina

pVHL: proteina supressora do tumor VHL

qguinase C: quinase convencional

R-Smads: receptor associado a Smads

RA: receptor de androgénio

Raf: gene do fibrosarcoma rapidamente acelerado

Ras: gene do virus causador do sarcoma em ratos

RE: receptor de estrogénio

Ret: gene reorganizador durante a transfeccéo



Rb: Retinoblastoma

RD: dominio de represséo

RNA: acido ribonucléico

RNASEL: Ribonuclease L (2',5'-oligoisoadenilato dependente de sintetase)
RT-PCR: transcricao reversa da reacado em cadeia da polimerase

RTK: receptor de tirosina quinase

RTU: resseccdo transuretral da prostata

S: fase de sintese (ciclo celular)

SEER: Surveillance Epidemiology and End Results

SLC45A3: proteina associada ao cancer de préstata/prostein/membro 3 da familia

45 do soluto carreador

Slug: proteina do dedo de zinco

Smads: mées contra decapentaplégicos®

SPDEF: fator de transcricdo ETs contendo um dominio pontiagudo SAM
SPSS: Statistical Package for Social Sciences
SQSTM1: sequestosome 1

SRC: coativador do receptor de esteréide

SRDSAZ2: gene da 5 alpha-redutase tipe 1

STAT S: sinal de transdutor e ativador da transcricéo
T: testosterona

TAD: dominio ativador da transcricao

TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido


http://en.wikipedia.org/wiki/Decapentaplegic

TCS1: proteina da esclerose tuberosa (harmatina)

TCS2: proteina da esclerose tuberosa (tuberina)

TGF-B: fator de transformacéo do crescimento beta

TGF-BI: fator de transformacé&o do crescimento beta tipo 1

TGF-BII: fator de transformacao do crescimento beta tipo 2

TP: timidina fosforilase

TR: toque retal

TMPRSS2: serina 2 da protease transmembrana

TBRI: receptor do fator de transformacao do crescimento beta tipo 1
TBRII: receptor do fator de transformacao do crescimento beta tipo 2
UB: bot&o uretérico

UP: uridina fosforilase

UP1: uridina fosforilase 1

UP2: uridina fosforilase 2

UPA: uroquinase ativadora de plasminogénio

UPAR: receptor de uroquinase ativadora de plasminogénio

US: ultra-sonografia

USSG: Union States Surgeon General

USTR: ultra-sonografia transretal

VASP: fosfoproteina estimulada por vasodilatador

VCAM-1: molécula de adesao celular vascular 1



VDR: receptor de vitamin-D
VEGEF: fator de crescimento endotelial vascular
VHL: Sindrome de Von Hippel-Lindau

WT: ducto de Wollfian

=0 termo "Maes contra" foi adicionado como uma abordagem humoristica visto que maes muitas
vezes formam organizacbes contra varias questdes por exemplo, Mothers Against Drunk
Driving (MADD).


http://en.wikipedia.org/wiki/Mothers_Against_Drunk_Driving
http://en.wikipedia.org/wiki/Mothers_Against_Drunk_Driving
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CaP: cancer de prostata

CCR: carcinoma de células renais
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1 REFERENCIAL TEORICO:

11 CANCER DE PROSTATA:

O cancer de prostata (CaP) é o segundo tumor mais frequente no homem (somente
menos comum que os tumores de pele) e representa 14-29% de todos 0S novos
casos de cancer no sexo masculino. Apresenta taxas de incidéncia e de mortalidade
muito variaveis, devido a varios fatores comprovados ou ainda em estudo, que
podem se correlacionar com este tumor. O CaP € mais comum na América do Norte,
noroeste da Europa, Austrdlia e nas llhas do Caribe; e menos comum na Asia,

Africa, América Central e América do Sul (1-3).

Dados estatisticos:

Nos Estados Unidos da América (EUA) de acordo com a Sociedade Americana de
Cancer, um em cada sete homens serdo diagnosticados com CaP em algum
momento de sua vida; para 2014 a estimativa € que surjam 233.000 mil novos
casos de CaP, sendo que cerca de 29.480 mil homens morreréo desta doenga (4).
Paises da Europa central e setentrional apresentam maiores taxas de incidéncia do
gue paises do Sul e do Leste europeu; desta forma, enquanto a Irlanda apresenta
183,1caso0s/100.000homens, a Ucrania tem uma taxa de 27,7casos/100.000homens
(2). No Brasil, o CaP é o cancer mais frequente no homem sem considerarmos 0s
tumores de pele ndo melanoma; e o segundo cancer de maior incidéncia na
populacao. O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que em 2014 a incidéncia
do CaP seja de 68.800 mil casos em todo o Brasil, sendo a regido Sul a mais
afetada, com 91,24 casos a cada 100 mil habitantes, seguida pelas regides Sudeste
(88,06 casos por 100 mil); Centro-Oeste (62,55 casos por 100 mil); Nordeste (47,46
casos por 100 mil); e Norte (30,16 casos por 100 mil) (5).

Etiologia:

O céancer de prostata é uma doenca multifatorial que engloba desde fatores de risco
modificaveis ou comportamentais até fatores de risco ndo modificaveis que através
de mecanismos biolégicos e genéticos desencadeiam processos de alteracao celular

por meio de varias vias, levando a tumorigénese.
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Histopatologia e classificacdo:

A préstata € uma glandula que apresenta na sua zona periférica um envoltorio de
duas superficies: a posterior e a lateral, ambas convergindo para o apice, regido em
gue ocorre a maioria dos adenocarcinomas de prostata. Em homens jovens, a zona
periférica compreende cerca de 80% do volume da glandula, enquanto que a zona
de transicdo ocupa cerca de 15% da mesma; quando os homens ultrapassam a
idade dos 50 anos, a zona de transicdo comeca a aumentar, e o individuo passa a
apresentar hiperplasia prostatica benigna (6). A zona periférica € responséavel por
cerca de 70% dos casos de CaP seguida pela zona central que perfaz 5% da
glandula e apresenta de 15 a 20% dos tumores (geralmente de alto grau de Gleason
e com invasao de vesiculas seminais e margem positiva de ressecc¢ao) e pela zona
de transicdo que é responsavel por cerca de 5-15% de todos CaP, geralmente
sendo diagnosticados atraveés de resseccao transuretral (1), (6-8).

As lesdes pré-cancerosas da préstata, consideradas como principais precursoras do
CaP séao: atrofia inflamatoria proliferativa (PIA), neoplasia intraepitelial prostatica
(PIN), neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau (HGPIN), e proliferacdes

atipicas de pequenos &acinos (ASAP) Quadro 1.

Quadro 1 — Caracteristicas e evolucdo das lesGes pré-cancerosas da prostata que

sdo os principais precursores do carcinoma de prostata CaP

Precursores Caracteristicas Evolucéo
de CaP
Inflamagéo crénica, mais encontrada na zona
PIA periférica, atrofia fOC:’?1| glarJduIar, paixa fre_qu_éncia —|> transformagao
de apoptose, alta proliferagéo de células epiteliais. maligna =) CaP

HGPIN== CaP

Alteracbes genotipicas, presenca de marcadores
de carcinoma invasivo precoce, membrana basal

intacta que evita invaséo estromal, mais encontrada —|> senescéncia
PIN na zona periférica, expressdo das mesmas (doenca latente)
proteinas e receptores de integrina da fase normal l

ou hiperplasica, sem altos niveis de PSA.
CaP

Neoplasia pré-invasiva, apresenta células atipicas
HGPIN dentro de acinos ou dutos, geralmente com |

macronucléolos e aparéncia cribriforme, papilar ou CaP
lisa

ASAP Focos de pequenas estruturas acinares formadas |
por células epiteliais atipicas. CaP

Fonte: O autor, 2014; Felguedes et al, 2014 (3); Cazares et al, 2010 (6).
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Ja foram descritos varios subtipos histolégicos de CaP. A maioria dos casos é de

adenocarcinoma acinar que surgem a partir de células epiteliais prostaticas que

expressam o receptor de androgénio (RA). Os mais raros sdo: adenocarcinoma

ductal, de anel de sinete, espumoso, neuroenddcrino, intraductal, e carcinoma

mucinoso (1), (2), (6), (9-14).

Existem dois sistemas de classificacdo muito utilizados nos CaP: os graus do escore

de Gleason que é uma classificacdo numérica padrao do CaP, e que classifica de 1

a 5 graus a partir do exame histopatologico dos fragmentos biopsiados, descritos no

Quadro 2 e na Figura 1 (15), (16). E a Classificacdo Tumor, Nédulo, Metastases

(TNM) que fornece o estadiamento em que se encontra o tumor, descrito no Quadro

3 (17).
Quadro 2 — Graus do escore de Gleason

GRAU 1:
Glandulas circunscritas de forma compacta, mas separadas, uniformes,
arredondadas ou ovaladas, &cinos de tamanho médio

GRAU 2:

Como no Grau 1, glandulas bastante circunscritas, mas na borda das
glandulas tumorais pode haver infiltracdo minima

As glandulas sdo mais frouxamente organizadas e nao tdo uniformes como no
grau de Gleason 1

GRAU 3:

Unidades glandulares discretas; glandulas tipicamente menores do que o
observado nos graus de Gleason 1 ou 2

Infiltracdo entre &acinos de glandulas ndo-neoplasicas. Apresenta marcada
variagdo em tamanho e formato glandular. Pode ocorrer padrdo glandular
cribriforme em glandulas tumorais.

GRAU 4:

Glandulas com microacinos fundidos; glandulas mal definidas com Iumens
glandulares malformados; grandes glandulas cribriformes; glandulas
cribriformes com uma borda irregular; padrao hipernefromatoide.

GRAU 5:

Essencialmente sem diferenciacdo glandular, composta por camadas de
células que invadem o intersticio; Comedocarcinoma com necrose central,
rodeada por massas de aspecto papilar, cribriforme ou sélidos.

Fonte: Adaptado de Epstein et al, 2005 (15).
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Figura 1 — Descricédo dos graus do escore de Gleason

DESCRICAO:

Glandulas uniformes,

pequenas, juntas

Variados tamanhos e formas de
glandulas, mais espacadas

Tamanho celular aumentado e
forma irregular, menor distingéo

entre as glandulas

Glandulas fundidas, irregulares

e grandes

Formacgdes glandulares
irregulares que invadem o

tecido conjuntivo

Fonte: Adaptado de
http://www.prostate.com/patient/DiagnosisAndTreatment/ProstateCancerDiagnosis.a

spx (16).



http://www.prostate.com/patient/DiagnosisAndTreatment/ProstateCancerDiagnosis.aspx
http://www.prostate.com/patient/DiagnosisAndTreatment/ProstateCancerDiagnosis.aspx

Quadro 3: Classificacdo Tumor, Nédulo, Metastase (TNM) de cancer de prostata

TX tumor primério ndo pode ser avaliado
TO ndo ha evidéncia de tumor primario
T1 tumor ndo diagnosticado clinicamente, ndo palpével ou visivel por meio de exame
de imagem

Tla achado histolégico de tumor incidental em 5 % ou menos do tecido
ressecado

T1b achado histoldgico de tumor incidental em mais de 5% de tecido ressecado

T1c tumor identificado através de biopsia por agulha
T2 tumor confinado dentro da préstata 1

T2a tumor envolve metade de um dos lobos ou menos

T2b tumor envolve mais do que metade de um dos lobos, mas ndo ambos os
lobos

T2c tumor envolve os dois lobos
T3 tumor se extende através da cipsula prostatica 2

T3a extensédo extracapsular (unilateral ou bilateral), incluindo envolvimento
microscépico do colo da bexiga

T3b tumor que invade vesicula(s) seminal(is)
T4 tumor esta fixado ou invade outras estruturas adjacentes, que ndo as vesiculas
seminais como: colo vesical, esfincter externo, reto, musculos elevadores, e/ou
parede pélvica
 N:linfonodos regionaiss |
NX os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO auséncia de metastase em linfonodo regional
N1 metastase em linfonodo regional

MO sem metéstases a distancia

M1 metastases a distancia
M1a linfonodo(s) néo regional(is)
M1b o0sso(s)
M21c outra(s) localizagéo(6es)

Observacoes:

1. Um tumor encontrado em um ou ambos os lobos por biépsia com agulha, mas
nao palpavel ou visivel por imagem é classificado como T1c.

2. Invasdo do apice prostatico, ou da capsula prostatica (sem ultrapassa-la), nao
é classificado como T3, mas como T2.

3. Os linfodonos regionais sdo os nédulos da pelve verdadeira, 0os quais sao
essencialmente os nédulos abaixo da bifurcacdo das artérias iliacas comuns.

4. Quando mais de uma localizacdo de metastases esta presente, deve ser
usada a categoria mais avangada.

Fonte: Adaptado de Leslie et al, 2009 (17).
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O CaP tem uma grande propensdo a formar metastases em locais secundarios
como 0sso, pulmao e figado. Através de varios mecanismos celulares e das enzimas
de degradacéao, as células malignas tornam-se méveis e com capacidade de destruir
a matriz extracelular, dando o inicio ao processo de metastase (1), (18), (19). Por
exemplo, a glicoproteina transmembrana chamada de caderina epitelial (E-caderina)
é um regulador chave na ligagdo célula-célula e critica na transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT), a diminuicdo da sintese de E-caderinas permite a EMT e
compromete as ligacbes célula-célula fazendo com que o CaP progrida e ocorram
metastases. A B-catenina, quando apresenta uma disfungcdo na sua complexacao
com as caderinas leva a uma progressdo do CaP e met4stases. O gene Ras e
outras proteinas de ligacdo a guanosina trifosfato (GTP), bem como as integrinas, as
selectinas, a molécula de adesao celular endotelial plaquetaria-1 (PECAM-1), a
molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM-1) e outras promovem a motilidade
celular, facilitando o crescimento local dos tumores sélidos e a liberacdo de células
malignas na circulacdo; subsequentemente, as células malignas se ligam a
superficies endoteliais em sitios secundarios, ocorrendo a migracéao transendotelial e

0 estabelecimento de metastases (1), (18), (19).

Vias de sinalizacdo:

Varias vias de sinalizagbes moleculares sdo essenciais para o funcionamento das
células normais e tumorais da prostata. Alguns exemplos de vias importantes na
génese e regulacdo das fungbes das células tumorais da prostata sdo: via receptor
de androgénio (RA), via receptor de estrogénio (RE), via fator de transformacdo do
crescimento beta (TGF-B), via fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IGF-1) e de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase/oncogene viral timoma murinho
v-Akt (PI13K/Akt), dentre varias outras vias ainda em estudo (1), (18), (19).

O RA encontra-se no citoplasma quando esta ligado somente a algumas proteinas;
guando se liga a testosterona (T) ou a di-hidrotestoterona (DHT) é translocado para
0 nucleo, onde se liga a elementos regulados por androgénios nas regides
promotoras dos genes alvo, aumentando a sobrevida e proliferacdo celular,
promovendo a diferenciacdo, apoptose e secrecdo destas células, e aumentando a
expressdo do antigeno especifico da prostata (PSA). A maioria dos CaP sao

hormdnio-dependentes; bloqueando-se a via RA induz-se uma regressao inicial do
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tumor, Figura 2. H& também aqueles CaP que apresentam perda da expressao de
RA e nao séo hormoénio-dependentes (1), (18) (19).

Os RE sao fatores de transcricdo nucleares que se encontram no nucleo,
complexados com proteinas. Quando os REs s&o ativados, ligam-se na regido
promotora de genes alvo e apresentam uma acao gendmica, ou podem por outras
vias apresentar uma acdo ndo gendmica também. A medida que os homens v&o
envelhecendo, a testosterona se converte em 173-estradiol (E3) e os androgénios
vao se decompondo, o que faz com que aumentem as concentracdes de estrogénio
(E), Figura 2 (1), (18), (19).

O fator de transformacédo do crescimento beta (TGF-) pertence a superfamilia do
TGF-B de citocinas, junto com as ativinas e proteinas morfogénicas do osso (BMPs)
que estdo envolvidas na proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, aderéncia,
guimiotaxia, organogénese, angiogénese, e tem sido implicado na regulacdo do CaP
através de efeitos inibidores de crescimento nas fases iniciais de CaP e promotores
da malignidade nas fases anteriores; a interrupcdo da sinalizacdo de TGF- 3 é
relatada como um fendmeno promotor de metastases. O fator de transformacéo do
crescimento beta tipo 1 (TGF-BI) além de ser o mais expresso dos TGF-B na
prostata, age como supressor de tumor na glandula normal. Nas células do CaP
promove o0 crescimento do tumor, a angiogénese, a Imunossupressao, a
remodelacdo da matriz extracelular e a formacdo de metastases, apresentando uma
superexpressdo e aumentando a oncogénese devido a retirada de andrégenos;
também a sua atividade de transcricdo da sinalizacéo é subregulada ou inibida pelo
RA (1), (18), (19). A Figura 3 demostra o mecanismo molecular de TGF-3 através da
complexacao de seus receptores, levando a transcricdo de DNA.

O fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) € produzido nas células
estromais da prOstata em resposta a estimulacdo de andrégenos e esta via de
sinalizagéo é responsavel pela proliferagdo de células CaP. Altos niveis plasmaticos
de IGF-1 correlacionam-se com a progressao do CaP e a Figura 4 demonstra como
o IGF-1 é regulado (1), (18), (19).
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Figura 2 — Mecanismo molecular do receptor de androgénio (RA) e do receptor de
estrogénio (RE) no carcinoma de prostata (CaP)

VIA RA VIA RE

A- -‘

Acdo ndo gendmica

co-receptores

RE ativado: ago gendmica

Fonte: O autor, 2014; Felgueiras et al, 2014 (1); Da Silva et al, 2013 (18); Frank &
Miranti, 2013 (19).
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Figura 3 — Mecanismo molecular de fator de crescimento de transformacao beta

(TGF-B)

Receptor TGF-BII (TRRII)
(receptor transmembrana)

Complexo heteromérico TGF-SlI

Este complexo

vai para o
nacleo onde se
ligaa
promotores ou
co-fatores

Receptor TGF-BI (TBRI)
Também séo quinases do tipo
receptor de ativina (Alks)

Fonte: O autor, 2014; Felgueiras et al, 2014 (1); da Silva et al, 2013 (18); Frank &

Miranti, 2013 (19).
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Figura 4 — Mecanismo molecular de fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1 (IGF-1)

Estimula as células
epiteliais prostaticas
circulantes

PIEK ¢ fosforilado e ativado: promove
proliferacdo e sobrevivéncia celular, media a
progresséo do ciclo celular G1 e a expressédo

de ciclinas.

BKt ativado (pAkt): inibe GSKsB que

Tdegradacao de ciclina D e impede a

regulacdo da proliferacdo celular; Tproducgéo

de vimentina e metaloproteinases, regula EMT
e invaséo celular

Fonte: O autor, 2014; Felgueiras et al, 2014 (1); da Silva et al, 2013 (18); Frank &
Miranti, 2013 (19).

Fatores de risco e fatores epidemioléqicos:

Os principais fatores predisponentes no homem para o desenvolvimento do CaP
sdo: idade avangada, raca e histdria familiar. Outros fatores associados incluem:
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inflamagé&o, estresse oxidativo e dano ao DNA, encurtamento dos telomeros e a
atividade da telomerase, alteracbes gendbmicas e genéticas, modificacbes
epigenéticas e muitos outros que ainda estdo em estudo (2).

Em homens com até 40 anos de idade o risco de desenvolver CaP é raro, em torno
de 1 para cada 10 mil homens; entre 40 e 50 anos, € de 1 para cada 38 homens; e
entre 60 e 69 anos, € de 1 em 14 homens; 6 de cada 10 pacientes com CaP tém
acima de 65 anos (5), (20).

Homens com um unico parente de 1°grau (pai, irmé&o ou filho) com histéria de CaP,
sao duas vezes mais propensos a desenvolver a doenca; aqueles com dois ou mais
parentes tém uma probabilidade cerca de quatro vezes maior de serem
diagnosticados. Isto sugere a presenca de fatores genéticos e/ou hereditarios nestas
familias (21).

Em relacdo a racga/ etnia, homens Afro-americanos sdo 56% mais propensos a
desenvolver CaP e tém cerca de 2,5 vezes mais probabilidade de morrer da
doenca, em comparacao aos brancos (4), (6).

A predisposicado genética implica no CaP por apresentar varios genes tanto no CaP
hereditario de heranga mendeliana, como também no CaP esporadico onde ocorre a
maioria dos casos, e inclui padrbes moleculares que envolvem a inicializacdo, o
desenvolvimento e a propagacao da doenca; o Quadro 4 exemplifica varios genes ja
descritos na literatura com associacdo ao CaP (22). As alteracbes genéticas sdo
multiplas, mas as mais comuns no CaP sao: superexpressdao da proteina do
oncogene vial homologo a mielocitomatose aviaria (Myc), perda do gene supressor
de tumor da proteina fosfatase e homologa da angiotensina (PTEN), e fusdo de
genes dos faores de transcricao (18).

Além disso, ha varios outros fatores que interferem ou pode interferir no risco do
desenvolvimento do CaP e que a comunidade cientifica ainda ndo conseguiu
comprovar estatisticamente ou ndo houve um consenso nos trabalhos publicados,
como: a obesidade; o diabetes tipo 2; falta de atividade fisica; doencas sexualmente
transmissiveis como sifilis e gonorréia; o fumo e ingestdo de carne e produtos
lacteos. Por outro lado, ha relatos de fatores protetores do CaP como a ingestao de
tomate e licopeno, vegetais cruciferos, produtos de soja, peixe e uso de

medicamentos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (2).
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Quadro 4 — Genes implicados no carcinoma de préstata (CaP) hereditario,

esporadico e nas possiveis fusdes ja relatadas

CANCER DE PROSTATA HERDITARIO:

G HPC1 ou RNASEL (1g24-25): é uma ribonuclease que degrada RNA celular e viral, e pode produzir
E apoptose em infeccdes virais.
'; PCAP (1g42.2-43)
s HPCX: ligado ao cromossomo X(g27-28)

CAPB: localizado no 1p36, relacionado com CaP familiar de alto risco.
E HPC20: (20g13)
N HPC2/ELAC2: 17p
g Locus 16923
L HSD3B
Vv MSR1: responsavel pela absorcao celular de moléculas e produtos da parede celular bacteriana, codifica
I um receptor que atua nos macréfagos.
D NBR1: caracterizada por instabilidade cromossdmica, 7 o risco de cancer linfatico, e codifica a proteina
o nibrina que esta envolvida no processo e reparagdo de DNA de dupla cadeia.
S CHEK?2: est& envolvida na regulacao do p53 na via de sinalizacdo de danos do DNA.

CANCER DE PROSTATA ESPORADICO:

e Genes supressores de tumor: sdo aqueles que inibem o crescimento tumoral, porém podem
sofrer perda de fungdo através de mutacdes, delecdes, mudancas epigenéticas, metilacao do
promotor e modificagdo dos produtos de proteinas, levando ao desenvolvimento de CaP.

(55 p53: proibe a entrada do ciclo celular na fase S e promove a apoptose de células que estdo
N desorganizadas ou com DNA danificado. No CaP esta relacionado com metastases 0sseas, doenca
E andrégeno-independente, alto grau histoldgico, progressao clinica da doenca, reduzida sobrevivéncia.
S PTEN: supressor tumoral, ha relatos que sua mutagdo encontra-se em 5-27% dos CaP localizado, e em
E 30-60% dos CaP metastatico, também ha relatos de néo existeir relagdo entre ele e o CaP.
N CbKN1B (p27): em CaP ha perda do gene em 23% de tumores localizados, em 30% das metastases com
v linfonddos regionais e em 47% em metastases a distancia.
0 MX11: regulador negativo do proto-oncogene c-Myc
L NKX3.1: reprime a expresséo do gene do PSA e quanto mais avancado o CaP, mais ausente o gene.
\ Gene do Retinoblastoma (Rb): tem papel na fase G1 do ciclo celular, na regulacdo da apoptose das
IID células prostaticas e em tumores de prostata.
o GSTP1: previne danos oxidativos e eletroliticos ao DNA; mostrou-se inativado no CaP
s KLF6: observado em CaP de alto grau.

CDKN2A (p16): observado sua auséncia em CaP metastatico.

ATFB1

Anexins

e Oncogenes: c-MYC, c-ErbB2 (Her-2 neu), Bcl-2, PSCA, ERG e ETV1, Hepsin, PIM1, AMACR (A-
Methyl Coenzime A racemase), AR (androgen receptor), CYP17, SRDSA2, CYD3A4, VDR
(Vitamin-D receptor), fatores de crescimento, c-kit/tyrosine kinase receptor, STAT S.

FUSOES TMPRSS2 com ERG/ETV1/ETV4/ETV5; SLC45A3 com ERG/ETV1/ETV5; ACSL3, HERV-K, HERV-K17,

FOXP1, EST14, cromossomo 14(g13.3-14g21.1), C150rf21 e HNRPA2B1 com ETV1; KLK2, CANT1,
DDX5 com ETVA4.

Fonte: O autor, 2014; Mazaris et al, 2013 (22); Clark et al, 2009 (23); Smith et al,
1996 (24); Cancel-Tassin et al, 2001 (25); Berthon et al, 1998 (26); Xu et al, 1998
(27); Gibbs et al, 1999 (28); Rebbeck et al, 2000 (29); Suarez et al, 2000 (30); Chang
et al, 2002 (31); Xu et al, 2002 (32); Dejager et al, 1993 (33); Demuth et al, 2004
(34); Cybulski et al, 2004 (35); Dong et al, 2003 (36); Cybulsk et al, 2004 (37);
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Knudson et al, 1984 (38); Jones et al, 1999; (39); Navone et al, 1999 (40); Voeller et
al, 1994 (41); Gringnon et al, 1997 (42) ; Rogler et al, 2011 (43); Feilotter et al 1998
(44); Suzuki et al, 1998 (45); Wang et al, 1998 (46); Sun et al, 1999 (47); Haiman et
al, 2006 (48); Xie et al, 2011 (49); Cote et al, 1998 (50); De Marzo et al, 1998 (51);
Cheville et al, 1998 (52); Guo et al, 1997 (53); Kibel et al, 2000 (54); Bubendorf et al,
1999 (55); Van Den Berg et al, 1995 (56); Chen et al, 2002 (57); Bowen et al, 2000
(58); Ittmann et al, 1996 (59); Phillips et al, 1994 (60); Cooney et al, 1996 (61); Li et
al, 1998 (62); Bowen et al, 2000 (63); Nelson et al, 2001 (64); Lee et al, 1994 (65);
Millar et al, 1999 (66); Narla et al, 2001 (67); Chen et al, 2003 (68); Jarrard et al,
1997 (69); Yasuda et al, 1994 (70); Liu et al, 2003 (71); Xin et al, 2003 (72);
Nupponen et al, 1998 (73); Sato et al, 1999 (74); Sanchez et al, 2002 (75); Signoretti
et al, 2000 (76); Lara et al, 2002 (77); Calvo, et al, 2003 (78); Catz et al, 2003 (79);
Tomlins et al, 2005 (80); Hermans et al, 2008 (81); lljin et al, 2006 (82); Tomlins et al,
2006 (83); Hermans et al, 2008 (84); Helgeson et al, 2008 (85).

Diagnoéstico:

E preconizado que todos os individuos do sexo masculino a partir dos quarenta anos
de vida devam fazer a triagem para CaP. Esses exames incluem: exame de toque
retal (TR), medi¢cbes do PSA tanto total como livre; e hum segundo momento
havendo suspeitas, a ultra-sonografia transretal (USTR) com bidpsia por agulha (3).
O TR é um exame realizado pelo urologista e pode detectar tumores pequenos
mesmo com PSA normal, mas apresenta sensibilidade e especificidade baixas e
dependentes do estagio do tumor (3).

O PSA é uma analise bioguimica feita no soro sanguineo para rastreamento,
deteccdo precoce e prognostico do CaP, e mesmo na auséncia de valores elevados
0 cancer pode estar presente (86). Possui boa e baixa especificidade, levando a um
alto namero de falsos positivos (3).

A USTR é um procedimento invasivo feito a partir da zona periférica onde 75-80%
dos CaP s&o encontrados. E retirada no minimo uma amostra de cada regi&o do
apice, do meio e da base, e do lado direito e esquerdo (6, 87). Como sao varias
amostras, podem ser encontrados tumor independentes e com graus diferentes (6,
88) . Apresenta 100% de especificidade e praticamente sem falsos positivos, mas

baixa especificidade com 30% de falsos negativos, Figuras 5 e 6 (3), (6), (89).
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Figura 5 — Imagens de tumor de prostata de um paciente por ultra-sonografia
transretal (USTR) com biopsia por agulha: (A) com Doopler e (B) sem Doopler

- (A) Tumor de préstata por ! . (B) Tumor de prostata por

N USTR com bidpsia Ipor \* USTR com bibépsia por

: . agulha com Doppler colorido R S agulha sem Doppler
—

| — |
—— 5

Fonte: Dr. Silvio Adriano Cavazzola, Servico de Ultra-sonografia do Hospital Séo
Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (HSL-PUCRS)
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Figura 6 — Indicacdes e preparo do paciente para realizacdo de bidpsia de préstata
por agulha por ultra-sonografia transretal (USTR)

Indicacgtes de bidpsia por USTR:

e _PSA>4ng/mlou
40 - 49 > 2.5 ng/ml
apods 70 ou + > 6.5 ng/ml
PSA com aumento > 0,75 em um ano
e Toque retal positivo
e Re-biopsia
e Paciente com alta suspeita clinica
e PIN em hidpsia prévia

Preparo para a biopsia:

e Limpeza do reto
(Fleet enema)

* Antibioticoterapia

*  Anestesia local

Vv

Aparelho de ultra-sonografia

Pistola de
bidpsia

Fonte: Dr. Silvio Adriano Cavazzola, Servico de Ultra-sonografia do Hospital S&o
Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (HSL-PUCRS)
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ApOs a bidpsia é realizado o anatomo-patologico com as devidas classificacoes, e a
técnica de imunohistoquimica (IHQ) que também utiliza tecidos fixados em formalina
e embebidos em parafina, quando necessaria analisa antigenos e identifica
neoplasias pré-invasivas e pequenas lesdes cancerigenas (6).

Como o epitélio prostatico normal esta organizado em uma camada dupla de células
basais e luminais e de raras células neuroenddcrinas; cada camada contém
marcadores especificos e quando as células tornam-se tumorais, a expressao
destes marcadores altera-se de forma especifica também, podendo até apresentar
outros marcadores caracteristicos do tumor (18). Assim a urina, 0 sangue e as
secrecdes prostaticas sdo vias mais faceis de serem utilizadas na expressao de

biomarcadores tumorais (6).
Tratamento:

Existem varias opgfes de tratamento para o CaP clinicamente localizado: vigilancia
ativa (AS), cirurgia (prostatectomia radical), radioterapia e braquiterapia; e as taxas
de sucesso para estes tratamentos usados sozinhos ou em combinacdo € de até
95% na doenca localizada (90), (91). Em tumores localmente avancados o
tratamento pode ser curativo ou paliativo; e quando a doenca ja é metastatica, cerca
de 70-80% dos pacientes respondem inicialmente a terapia de deprivacdo de
androgénio (ADT), porém num estagio posterior este tumor torna-se hormonio-
refratario, mais agressivo, de mau progndstico e sem tratamento curativo possivel
até o momento (22), (92).

A ADT é uma estratégia de tratamento por castracdo médica ou cirdrgica, que
impede o CaP através do bloqueio dos niveis de testosterona na circulacdo. No
entanto, sua eficacia é tempordria, uma vez que o tumor via de regra progride para
uma resisténcia a castracao (86), (93).

Dentre as novas terapias de tratamento estao a terapia génica, viral e as vacinas. No
caso das doencas mais avancadas, a terapia génica pode ser utilizada, ela
compreende a introducdo de material geneticamente modificado de volta ao corpo
do paciente, sendo geralmente este material o acido desoxirribonucléico (DNA);
também nestes casos a terapia viral ou de virus oncolitico € utilizada, uma vez que o
virus inserido entre as células de CaP replica e mata seletivamente somente as
células tumorais, porque sdo incapazes de se replicarem em células normais (90),
(94-96).
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11 CARCINOMA DE CELULAS RENAIS:

O carcinoma de células renais (CCR) é a terceira neoplasia maligna urolégica mais
comum e acomete de 2 a 3% de todos os canceres no mundo (97-99). Globalmente,
a taxa de incidéncia varia em torno de dez vezes entre populacbes e areas
geograficas além de estar aumentando, como em torno de 1,7% em homens e 2,2%
em mulheres, ao ano (97), (100-103). As maiores taxas sdo achadas na Ameérica do

Norte, Europa e Austrélia; e as menores na Asia (100).

Dados estatisticos:

Nos EUA em 2010, o cancer de rim como condicdo maligna foi o sétimo colocado
em homens e o oitavo nas mulheres, e em relacao ao total dos canceres, foi 0 quarto
em homens e o terceiro em mulheres; neste mesmo ano, mais de treze mil mortes
ocorreram por esta patologia, tornando-se a décima neoplasia maligna mais comum
em morte nos homens americanos (100), (104). A taxa de incidéncia nos EUA é um
pouco maior entre negros do que brancos, e entre homens do que mulheres.
Costumam aparecer entre a sexta e sétima década de vida (100). Um dado
interessante é que nos EUA o aumento das taxas se deve ao aumento da incidéncia
de CCR localizado, porque os de propagacao regional permaneceram inalterados;
de acordo com dezessete registros do Banco de Dados do Surveillance
Epidemiology and End Results (SEER), entre 1988 e 2006, as taxas de mortalidade
por CCR localizado aumentaram 3,16%, enquanto que as taxas de CCR com
extensdo regional e distante diminuiram 0,46% e 0,53%, respectivamente (100),
(105).

Na Europa Central e Oriental as taxas de incidéncia anual de cancer de rim
apresentaram um aumento de 2%, jA em alguns paises como Suécia, Dinamarca e
do Norte da Europa, com exce¢do do Reino Unido, houve diminuicdo ou
estabilizacdo das taxas (100), (106), (107).

No Brasil estima-se que tumores do parénquima renal tenham uma incidéncia de 7 a
10 caso0s/100.000 habitantes/ano (5).

Etiologia:

A etiologia na maioria das vezes ndo se conhece. Cerca de 2 a 4% deles é de

origem hereditaria, e através de avaliacdes genéticas pode-se identificar portadores
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de alto risco, como os individuos em estagio avancado da doenca renal crénica
(DRC) e também aqueles em didlise a longo prazo (108).

Histopatologia e classificacao:

O cancer de rim nos adultos consiste de tumores malignos derivados do parénquima
renal que correspondem a 2-3 % de todas as neoplasias malignas ou do sistema
excretor/pelve renal, sendo que este ultimo compreende menos que 10 % dos casos
de carcinomas renais (109).

O CCR compreende cinco subtipos histolégicos diferentes, de acordo com suas
carateristicas morfolégicas e citogenéticas: o de células claras (compreendendo de
75 a 90% dos casos), o papilar (10 — 15%), o cromofobo (5 — 10%), o carcinoma de
ducto coletor (1%) e os subtipos néo classificados por serem menos comuns, cOmo
os sarcomatoéides (1%), neoplasias de células de transicdo e nefroblastoma ou
Tumor de Wilms, que € um tumor da infancia e compreende cerca de 1,1% dos
casos (98), (109-112). Os oncocitomas, que sdo benignos, compreendem cerca de 3
a 7% dos casos, e tem-se sugerido exclui-los da classificagdo como CCR (108).

O CCR de células claras pode ser esporadico (mais que 96%) ou familiar (menos
que 4%) (108), (113). No esporadico, a média de idade € de 61 anos e, geralmente,
se apresenta como um tumor solitdrio com varios centimetros de diametro. A
alteracdo mais comum é a dele¢do ou inativacdo do gene supressor da sindrome de
Von Hippel Lindau ou VHL, o qual é responsavel por pelo menos 50% dos CCR de
células claras esporadicos quando o gene sofre mutacdes sométicas, enquanto que
nas metilacdes é responsavel por cerca de 10 — 20% (100), (108), (114-116) No
CCR familiar, quase todos os tumores surgem a partir de uma mutacéo herdada no
gene supressor de tumor VHL; os pacientes apresentam cistos nos rins, e em media
com 37 anos pode aparecer CCR bilateral maltiplo (108), (114), (117).

O CCR papilar, de acordo com a morfologia, pode ser dividido em: tipo 1 que

([N

([N

menos comum, de menor grau e estagio e com maior sobrevida; e o tipo 2 que
mais frequente e de grau nuclear maior (108), (118-121).

Um mesmo rim pode apresentar diferentes tumores com diferentes tipos de células,
e as analises morfolégicas e de imunohistoquimica, bem como as analises genéticas
e moleculares sao utilizadas para a classificacdo desses tumores, embora de 3 a 5%
deles ndo sejam classificados. Os CCR originam-se de uma variedade de células

especializadas localizadas ao longo de todo néfron. As células claras e papilares



48

surgem do epitélio do tubulo proximal, o croméfobo, o do ducto coletor e o
oncocitoma surgem do néfron distal, a partir do epitélio do tabulo coletor (108).

A presenca de metastases em pacientes com CCR estd associada a uma
mortalidade de 90%. (122), (123). A metastatizacdo € um mecanismo gque apresenta
varias etapas: primeiro as células do tumor invadem a matriz extracelular da célula
(ECM) para acessar o fluxo sanguineo, apos isso extravasa para locais distantes
onde é formado tumores secundarios (122).

O CCR apresenta um progndéstico muito variavel: tumores renais pequenos podem
nunca precisarem ser removidos, enquanto os de alto grau, além de serem
removidos, podem apresentar recidiva de até 50% (112).

O sistema de estadiamento do CCR e a Classificacdo TNM definem a extenséao local
do tumor primario (T), o envolvimento dos linfonodos regionais (N) e se ha presenca
de metéstases a distancia (M), especificado no Quadro 5 (108).

A diferenciacdo histologica (Grau histologico de Fuhrman) descrita Quadro 6, varia
de | a IV e é importante porgue quanto maior o grau, mais agressivo € o tumor (112).
Ela se correlaciona com o tipo histoldgico de células claras, e menos frequentemente
com os tumores papilares (o papilar € diferenciado em tipo 1 e tipo 2). Os tumores
cromofobos sdo geralmente de baixo grau, e os oncocitomas ndo séo classificados
por Fuhrman (108).



Quadro 5: Classificacao Clinica do carcinoma de células renais (CCR)

T — Tumor Primario

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Nao ha evidéncia de tumor primario
T1 Tumor com 7 cm ou menos em sua maior dimensao, limitado ao rim

T1a Tumor com 4 cm ou menos

T1b Tumor com mais de 4 cm até 7 cm
T2 Tumor com mais de 7 cm em sua maior dimenséao, limitado ao rim
T3 Tumor que se estende as grandes veias ou que invade diretamente a
suprarrenal ou os tecidos perirrenais, poréem aquém da Fascia de Gerota.

T3a Tumor que invade diretamente a suprarrenal ou o0s tecidos
perirrenais!, porém aguém da Fascia de Gerota.

T3b Extensdo macroscopica do tumor a(s) veia(s)? renal(is) ou a veia cava,
ou a sua parede, abaixo do diafragma.

T3c Extensdo macroscoépica do tumor a veia cava, ou a sua parede, acima
do diafragma.
T4 Tumor que invade diretamente além da fascia de Gerota (inclusive
extensdo contigua a suprarrenal ipsilateral).

N - Linfonodos Regionais

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastases em linfonodo regional
N1 Metastase em um Unico linfonodo regional

N2 Metastase em mais de um linfonodo regional

M — Metastase a Distancia

MX A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada.
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Metéstase a distancia

Notas: 1- Inclui a gordura da cavidade renal (peripélvica)
2-Inclui ramificacdo segmentar (musculo-contido)

Fonte: Adaptado de Ljungberg, et al, 2009 (124).
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Quadro 6: Graduacéo histolégica segundo Fuhrman

GRAU CARACTERISTICAS

Nucleo arredondado e uniforme, com cerca de
10um de didmetro e nucléolo ausente/pequeno

Nucleo levemente irregular, com diametro de
15um e nucléolo visivel, mas pequeno

Nucleo moderadamente irregular, com diametro de
20um e nucléolo grande

Nucleo acentuadamente irregular/ pleomorfico e formas
multilobulares, com cromatina agrupada e diametro maior
que 20pum.

Fonte: . www.sbu.com.br (112).

Fatores de risco/epidemioldgicos e vias de sinalizacdo:

De acordo com o International Agency for Research on Cancer (IARC) e o Union
States Surgeon General (USSG) existem evidéncias suficientes que define o
tabagismo como uma causa de CCR (100), (109), (125), (129). Os cigarros
apresentam varios compostos cancerigenos como: hidrocarbonetos arométicos
policiclicos, aminas aromaticas, aminas heterociclicas e N-nitrosaminas, sendo que
todos eles podem iniciar ou promover o desenvolvimento de tumor em animais (100).
Comparado a individuos que nunca fumaram, um homem e uma mulher fumantes
apresentam um risco aumentado de desenvolver cancer de rim em 50 e 20%,
respectivamente (109), (126). Acredita-se que o0 mecanismo seria através da hipoxia
do tecido devido a exposicdo ao mondxido de carbono e condi¢ces relacionadas ao
tabagismo como a doenca pulmonar obstrutiva cronica (109), (127). O sobrepeso e a
obesidade também sdo fatores de risco bem estabelecidos para CCR, eles
provocam um aumento da circunferéncia abdominal e levam a alteracdes
metabdlicas e a varios distirbios enddcrinos importantes. O excesso de peso
representa mais de 40% dos casos de cancer de células renais nos EUA e mais de
30% na Europa (100), (109), (128), (129). Os mecanismos ainda nao sdo bem
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conhecidos, mas acredita-se que a elevacdo dos horménios sexuais esterbides
podem afetar a proliferacdo das células renais e o crescimento através dos efeitos
endacrinos diretos na regulacdo dos receptores e na disponibilidade dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina, além de hipoxia tecidual cronica, resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia compensatoria, alteragbes endocrinas e producdo de
adipocinas, resposta inflamatoéria induzida pela obesidade, peroxidagdo lipidica,
estresse, hipertenséo, e arterionefroesclerose (100), (109), (110), (130-134).

A hipertensdo, uma importante doenca crénica que afeta entre 20 e 40% da
populacdo no mundo, j& mostrou evidéncias de causar tumores renais,
provavelmente, por induzir hipoxia renal crénica e peroxidacgéo lipidica com formacgéo
de espécies reativas de oxigénio (109), (127), (135).

A ingestdo de carne e dos produtos liberados durante o preparo deste alimento,
como aminas heterociclicas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, carnes
curadas com nitritos e nitratos, pode levar a um processo de carcinogénese renal
(100), (136), (137).

Vérias situacdes estudadas ainda ndo foram confirmadas, como: infeccdo crénica
por hepatite C; uso de analgésicos, como fenacetina e paracetamol; contraceptivos
orais; terapia hormonal; histerectomia; diabetes; ingestdo de alimentos como chas,
cafés, gorduras, bebidas (100).

Um aumento do risco de cancer renal também tem sido associado com mulheres
que ja tiveram filhos, e o risco chega a ser de 40 a 90% em relacdo a mulheres
nuliparas; aquelas com mdltiplos partos tem maior risco. Isso pode estar relacionado
a hipertensao induzida pela gravidez e ao estresse renal (109), (138-142).

Este tumor ndo € considerado uma doenca ocupacional, mas alguns agentes
industriais estdo sendo correlacionados como: amianto, gasolina, produtos do
petroleo, benzeno, solventes clorados, corantes, cadmio, chumbo e outros (109). Em
altas doses, estas substancias podem levar a um dano epitelial no tubulo renal
proximal e também pode haver uma transi¢cdo do nucleotideo C para T no cédon 81
do gene VHL (110), (143).

Doencas genéticas também estéo associadas com o CCR como: a Sindrome de Von
Hippel-Lindau (VHL), especifica de CCR de células claras localizado no cromossomo
3p; o carcinoma papilar renal hereditario (HPRC); Sindrome Birt-Hogg-Dube (BHD),
além do CCR leiomiomatose hereditario, translocacdo do cromossomo 3 e esclerose
tuberosa 1 (TCS1) e 2 (TCS2) (100), (108), (144), (145).
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A sindrome de VHL é multi-sistémica e de heranca dominante, podendo incluir
tumores em varios 6rgaos além dos rins (100), (146). Os portadores de VHL tem um
risco de apresentar mais de 600 tumores renais e 1.100 cistos por rim, que sO depois
de atingirem 3cm s&o removidos por cirurgia por nefrectomia parcial e cerca de 35-
45% dos acometidos morrem de CCR metastético (147-149). O VHL é inativado por
varias vias e isso aumenta a expressdo de fatores angiogénicos como o fator de
crescimento endotelial vascular que promove o crescimento e a promog¢ao do tumor
(150). O gene do VHL codifica uma proteina, a proteina supressora do tumor VHL
(pVHL), que estad envolvida na ubiquitinacdo e degradacao do fator de transcricdo
induzivel de hipéxia (HIF) que tem um papel central na regulacdo da expressao
génica da via de sensor do oxigénio; assim na inativacdo de VHL e auséncia de
pVHL, ocorre uma ativacdo da via hipoxia através do HIF tipo 1 (HIF 1) e tipo 2 (HIF
2) que induz a expressdo de varios genes que estdo envolvidos na resposta a
hipoxia, na regulacdo da angiogénese, crescimento celular ou sobrevivéncia celular
e outras vias de sinalizacdo envolvendo o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), Figura 7 (100), (108), (116), (151), (152).

O HPRCC apresenta uma herancga autossomica dominante com tumores multifocais
e bilaterais, que pode ser causado por uma mutag¢ao na linha germinativa do proto-
oncogene receptor de tirosina quinase (MET) no cromossomo 7q (CCR papilar tipo
1), ou perda das funcbes na mutacdo do gene fumarato hidratase (CCR papilar tipo
2), ou trissomias dos cromossomos 7, 16, 17 e perda do cromossomo Y, Figura 8
(100), (108), (153).

A sindrome BHD é hereditaria, caracterizada pela perda da funcédo deste gene que
ocasiona desenvolvimento de lesées benignas cutaneas (fibrofoliculomas), cistos no
pulmédo e tumores renais como CCR de células claras, oncociticos e oncocitomas,
Figura 9 (100), (114), (116), (147), (150), (154).

A leiomiomatose de CCR hereditario (LHCCR) é uma doenca em que os individuos
tém risco de desenvolver leiomiomas uterinos e cutaneos e tumores de rim do tipo
agressivo, Figura 10 (147), (155).

A esclerose tuberosa é uma doenca dominante que pode apresentar problemas a
nivel neurologico, pulmonar, dermatologico e angiolipomas renais, Figura 11 (147),
(156).

Estudos também identificaram uma reducdo nos riscos de CCR com o aumento da

atividade fisica que reduz o peso corporal e a pressdo arterial, melhora a
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sensibilidade a insulina e reduz a inflamacgéo crénica e o estresse oxidativo (109),
(157-162).

Figura 7 — Via do gene da Sindrome Von Hippel-Lindau (VHL)

Proteina ou produto
do gene VHL + elogin B + elogin C + Cul2
(pVHL)

Fatores induziveis de hipdxia
HIF1 e HIF2

Séo fatores de
transcrigédo que regulam

O COMPLEXO varios genes: VEGF, O~COMPLEXO

ATUA NO ALVO E PDGF, EGFR, GLUT1, NAO ATUA~NO
etc. ALVO E NAO

DEGRADA HIF DEGRADA HIF

|

No CCR a mutacdo VHL faz o HIF ndo ser degradado e se acumular
T a transcricdo dos genes

Fonte: O autor, 2014; Linehan et al, 2010 (147), Jaakkola et al, 2001 (163), Kamura
et al, 1999 (164), Maxwell et al, 1999 (165), Ohh et al, 2000 (166), Ohh et al, 1999
(167), Stebbins et al, 1999 (168).
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Figura 8 — Via do MET no carcinoma renal papilar hereditario (HPRC)

E/ =]

: v

Fonte: O autor, 2014; Linehan et al, 2010 (169), Peruzzi et al, 2006 (170), Schmidt et
al, 1997 (171), Schmidt et al, 1999 (172).



Figura 9 — Via do gene da Sindrome Birt-Hogg-Dube (BHD)

\

Proteina ou produto
do gene BHD + FNIP1 e FNIP2
(FLCN) - foliculina

Forma um complexo que atua no
ALVO

l

Regula negativamente
- €, atividade de mTOR

Fonte: O autor, 2014; Linehan et al, 2010 (147), Baba et al, 2006 (173), Hasumi et al,

2008 (174).
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Figura 10 — Via do gene fumarato hidratase na leiomiomatose de carcinoma de
células renais hereditario (LHCCR)

Fumarato
hidratase — E o gene para LHCCR

~

Enzima

fumarato s T fumarato

hidratase

inativada l

Age como
90% das familias inibidor
apresentam mutacgoes competitivo
nesse gene de HIF

Fonte: O autor, 2014; Linehan et al, 2010 (147), Tomlinson et al, 2002 (175), Toro et
al, 2003 (176), Wei et al, 2006 (177).
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Figura 11 — Via dos genes da esclerose tuberosa (TSC) 1 e 2

Genes

TSC1 TSC2
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Codifica Codifica Forma prot.einzi de
hamartina  tuberina T~ complexo _ ativagéo —

TSC1-TSC2 GTPase com |~ | latividade mTOR
Rheb
Mutacao no gene Forma Vérias vias celulares
— complexo
TSC1 ou no TSC2 TSCl-q'SCZ _—> + =3 | TativamTOR
modula¢édo de mTOR

THIF

Fonte: O autor, 2014; Crino et al, 2006 (156), Linehan et al, 2010 (169).

Diagndstico:

Como as manifestacbes clinicas sdo variadas, apenas 10% dos pacientes
apresentam a triade classica: hematuria, dor no flanco e massa abdominal palpavel;
e 40% ou mais ndo apresentam nenhum desses sintomas (108), (178). E estimado
gue mais de 60% dos CCR sédo detectados incidentalmente e um terco deles ja
apresentam doenca localmente avancada ou metastatica, e dos que estdo no
estagio precoce da doenca (T1l — T2) e fazem resseccdo cirargica, um terco tem
recorréncia (108). Pacientes com metastases (T4) tem uma média de sobrevida de
13 meses, e a taxa de sobrevida em cinco anos é de 10% (108), (179).

Ainda ndo se utiliza nenhum marcador tumoral para o diagnostico do CCR. Somente

guando comecam a aparecer dados clinicos no paciente, como hematuria e dor
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abdominal é que o paciente é investigado. A realizacdo de exames como a Ultra-
sonografia (US) na Figura 12 e a bidpsia renal na Figura 13 com o anatomo-
patolégico, conferem um diagnostico adequado, mas nem sempre a biopsia é
realizada antes do tratamento. A tomografia computadorizada e a ressonancia
nuclear magnética fornecem dados adicionais que facilitam o planejamento

terapéutico.

Figura 12 — Imagem de tumor de rim por Ultra-sonografia (US)

Tumor de rim por US

Fonte: Dr. Silvio Adriano Cavazzola, Servico de Ultra-sonografia do Hospital Séao
Lucas da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (HSL-PUCRS)
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Figura 13 — Imagem de tumor de rim por Ultra-sonografia (US) com bidpsia por
agulha

Tumor de rim por US com biépsia por I

Fonte: Dr. Silvio Adriano Cavazzola, Servico de Ultra-sonografia do Hospital Séo
Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (HSL-PUCRS)

Tratamento:

Pacientes com tumores herdados ou esporadicos geralmente apresentam as
mesmas condutas terapéuticas. A cirurgia ou tratamentos ablativos sdo as Unicas
formas de tratamento potencialmente curativo do céncer renal. A cirurgia ou a
ablagéo sao feitas como meio de evitar risco de desenvolvimento de metastases. Em
tumores pequenos existe a alternativa de acompanhamento, visto que raramente ha
o surgimento de lesbes metastaticas em lesées menores do que 3 cm de diametro.
Para pacientes com LHCCR que desenvolvem canceres renais papilares agressivos

do tipo 2, a vigilancia ndo é recomendada, e sim intervencao cirurgica precoce (147).
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Vérias drogas séo utilizadas nos tratamentos paliativos, tendo como alvo a atuagéo
dos medicamentos em varios genes ou receptores ou dominios de receptores
responsaveis pelo tumor de rim, inibindo sua acdo e promovendo a inibicdo do
tumor, porém raramente estes tratamentos prolongardo sobrevida ou forneceréo

respostas completas ou cura.

1.3 BIOSSINTESE DE NUCLEOTIDEOS:

Um nucleosideo € composto por uma base + agucar, e um nucleotideo € composto
por uma base + acucar + grupamento(s) fosfato(s). As bases podem ser do grupo
das pirimidinas (uracila, citosina, timina) ou do grupo das purinas (adenina e
guanina). Quando o acgucar utilizado é B-D-ribose, forma o &cido ribonucleico (RNA),
e quando o acuUcar é B-D-2-desoxirribose, forma o acido desoxirribonucleico (DNA).
Os acidos nucleicos sdo subunidades dos nucleotideos ligados por ligacbes
fosfodiéster. Como os nucleosideos e os nucleotideos sdo denominados segundo a
base que possuem, se utiliza abreviatura de uma so letra para abreviar apenas a

base ou o0 nucleosideo ou o nucleotideo, Quadro 7 (180).

Quadro 7 — Nomenclatura e abreviacdo das bases dos acidos nucleicos

BASE NUCLEOSIDEO ABREVIACAO

adenina adenosina A
guanina guanosina G
citosina citidina C
uracila uridina U
timina timidina T

Fonte: Adaptado de Alberts et al, 2010 (180).
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Para que o DNA seja fidedignamente sintetizado, os desoxirribonucleotideos
trifosfatos (ANTPs) devem estar organizados de forma correta e sem alteragoes,
porque isto pode afetar a estabilidade genética do DNA (181-183).
Os dNTP séo regulados por duas vias:
e A sintese de novo (citosélica): que € responséavel pela maior parte da sintese
durante a fase de sintese (S) do ciclo celular, embora atue em todas, e utiliza
a enzima ribonucleotideo-redutase para catalisar a reacdo de reducao, Figura
14 (181).
e A via de salvamento: onde atuam varias enzimas que sdo diferentemente

expressas em diferentes tipos de células e tumores (181), (184).

Figura 14 - Sintese de acido desoxirribonucleico (DNA), a partir de 4

ribonucleotideos difosfatos pela sintese de novo

4
ribonucleotideos desoxirribonucleotideos

difosfatos

desoxirribonucleotideos
trifosfatos

ribonucleotideo fosforilacao
redutase

Fonte: O autor, 2014; Rampazzo et al, 2010 (181).

13.1 ENZIMA TIMIDINA FOSFORILASE:

A timidina fosforilase (TP) é uma enzima chave na via de salvamento das
pirimidinas, recupera nucleosideos de pirimidina que sdo formados durante a
degradacédo de RNA ou DNA (185), (186). Com um peso molecular de 55 KDa, ela
catalisa a converséo reversivel de timidina, 2 -desoxiuridina e seus analogos as suas
respectivas bases e 2-a- D-desoxirribose-1-fosfato, Figura 15 (186-189).

A funcdo mais importante desta enzima no entanto, € a sua atividade de

desoxirribosil transferase, em que o radical desoxirribosil é transferido de um
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nucleosideo pirimidina a uma outra base pirimidina, resultando na formacao de um
novo nucleosideo pirimidina, Figura 16 (185), (190).

A TP durante a conversao de timidina, produz um produto de degradacéo a 2-D-
desoxirribose (d-Drib) que também promove a migracdo, invasao e sobrevivéncia

das células tumorais sob condi¢des de hipoxia Figura 17 (187), (191-193).

Figura 15 — Conversdo de timidina a timina e 2-a-D-desoxirribose-1-fosfato, pela

enzima timidina fosforilase (TP)

I
K .CH
HN” “‘lv’ ! Ho 0
- O 0 "NJ,.U __CH,
—p —
+ Pi - 0—1|’ OH + | |
TP OH 0~ N7
H H
Fosfato timina
inorganico 2-0-D-desoxirribose-1-fosfato

Fonte: Adaptado de Bronckaers et al, 2009 (185), lltzsch et al, 1995 (194).
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Figura 16 — Exemplo da atividade desoxirribosil transferase da enzima timidina

fosforilase (TP), através da conversao reversivel de timidina a timina e 2'-

desoxiuridina

O

CH,
o= TN
+ |

HIN

H o o}\ﬁ/

H Base de
timidina pirimidina
(uracila)

0
|
HN
PN
HO—
0
OH
Nucleosideo de
pirimidina

(2"-desoxiuridina)

Fonte: Adaptado de Bronckaers et al, 2009 (185) , Schwartz et al, 1971 (190).
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Figura 17 — Mecanismo de formacéo de 2-D-desoxirribose (d-Drib) e suas possiveis

atuacdes

Estudos em
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Fonte: O autor, 2014; Nakajima et al, 2009 (186); Brown et al, 2000 (195); Hotchkiss

et al, 2003 (196)

As enzimas timidina fosforilase sao estruturas cristalinas que apresentam dois sitios

ativos de ligagcdo que ligam-se a diferentes substratos, a presenca de diferentes
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residuos de aminoacidos (AA) nestes sitios ativos mostra a flexibilidade que tem os
ndcleos desta enzima. A Figura 18 exemplifica os substratos uracila e fosfato; e a
Figura 19 exemplifica os substratos uracila e desoxirribose fosfato. A porcdo uracila
em ambas as estruturas esta presente no sitio maior/superior e a porgao fosfato esta
presente no sitio menor/inferior. Durante a fase ativa da enzima, os dois sitios da
mesma molécula se aproximam e a unidade de fosfato € transferida para a ribose do
nucleosideo que cliva a ligacdo pirimidina-ribose, Figura 20. A TP também
apresenta inibidores que séao, principalmente, os analogos dos seus substratos e
gue causam uma supresséo substancial do crescimento do tumor por inibicdo da

angiogénese (197-200).

Figura 18 — Enzima timidina fosforilase (TP) com o substrato uracila ligado ao sitio

superior, e 0 substrato fosfato ligado ao sitio menor

uracila

fG1oss

Gll111

fosfato
!

Fonte: Adaptado Singh et al, 2008 (197).
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Figura 19 — Enzima timidina fosforilase (TP) com o substrato uracila ligado ao sitio
superior, e o substrato desoxirribose fosfato ligado ao sitio menor

T94

Ribose fosfato

Fonte: Adaptado Singh et al, 2008 (197).
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Figura 20 — Mecanismo de acédo da enzima timidina fosforilase (TP) com os

substratos timidina e fosfato
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Fonte: Adaptado Singh et al, 2008 (197); Norman et al, 2004 (198).
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Analise de sequéncia de AA mostrou que timidina fosforilase, o fator de crescimento
de células endoteliais derivado de plaquetas (PD-ECGF), e gliostatina sdo todos
idénticos. Cada um foi descoberto em momentos diferentes apresentando atividades
também diferentes, Figura 21 (185), (201).

Figura 21 — Descricdo da descoberta de timidina fosforilase (TP) e seus analogos:
fator de crescimento de células endoteliais derivado de plaquetas (PD-ECGF) e
gliostatina

- PD-ECGF - gliostatina

Foi descoberta pela Foi descoberta em Foi descoberta em
primeira vez em 1954 1987 a partir de sangue 1992 extraida do
como enzima chave humano, apresentando neurofibroma
na via de salvamento. capacidade de humano, inibe o
estimular o crescimento crescimento de
de células endoteliais, células gliais do tumor
induzir a migragdo de e astrocitos, e
células endoteliais in promove a
vitro, e angiogénese in sobrevivéncia e
Vivo. desenvolvimento de

neurites em ratos.

f |

Terminologias usadas na Terminologia restrita a
literatura em geral pesquisa neuroldgica e de
artrite reumatoide

Fonte: O autor, 2014; Bronckaers et al, 2009 (185); Friedkin et al, 1954 (186);
Miyazono et al, 1987 (202); Ishikawa et al, 1989 (203); Asai et al, 1992 (204); Asai et
al, 1992 (205).
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A TP é encontrada nos tecidos, no soro, no plasma, na placenta e em células, tanto
no citoplasma como no nucleo, dessa forma as suas atividades e fun¢des sdo muito
variadas, mesmo ainda ndo sendo totalmente elucidadas e a Figura 22 esquematiza

suas diversas atuacdes (185).
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Figura 22 — Esquema das diversas atuacdes da enzima timidina fosforilase (TP)
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Fonte: O autor, 2014; Bronckaers et al, 2009 (185); Takebayashi et al, 1996 (206);
Hotchkiss et al, 2003 (196); Fox et al, 1995 (207); Yoshimura et al, 1990 (208);
Matsukama et al, 1996 (209); Shaw et al 1988 (210); Jackson et al, 1994 (211);
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Usuki et al, 1990 (212); Fujimoto et al, 1998 (213); Creamer et al, 1997 (214);
Hammerberg et al, 1991 (215); Giatromanolaki et al, 2003 (216); Saito et al, 2003
(217); Waguri-Nagaya et al, 2000 (218); Muro et al, 1999 (219); leda et al, 2001
(220); Spinazzola et al, 2002 (221); Marti et al, 2003 (222); Valentino et al, 2007
(223).

Foram feitas investigagcbes de TP medida por transcricdo reversa da reacdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR) ou imunohistoquimica ou ensaios de atividade, com
mais de trés estudos em cada tipo de tumor e as Figuras 23, 24, 25 e 26
apresentam a correlacdo da enzima TP com os fatores clinicopatolégicos dos

diferentes tumores (185).

Figura 23 — Correlacéo dos niveis de timidina fosforilase (TP) intratumoral com

densidade microvascular
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Fonte: Adaptado de Bronckaers et al, 2009 (185).
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Figura 24 — Correlagdo dos niveis de timidina fosforilase (TP) intratumoral com
estagio do tumor
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Fonte: Adaptado de Bronckaers et al, 2009 (185).
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Figura 25 — Correlacdo dos niveis de timidina fosforilase (TP) intratumoral com grau

tumoral
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Fonte: Adaptado de Bronckaers et al, 2009 (185).
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Figura 26 — Correlagéo entre os niveis de timidina fosforilase (TP) intratumoral com

prognostico
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Fonte: Adaptado de Bronckaers et al, 2009 (185).

1.3.2 ENZIMAS URIDINA FOSFORILASE 1 E 2:

A uridina fosforilase (UP), como a TP, € uma enzima chave na via de salvamento

das pirimidinas. Catalisa reversivelmente a fosforilacdo de uridina a uracil e ribose-1-

fosfato, que também s&o utilizados para a sintese de nucleosideos, Figura 27 (224-

226). Também converte timidina em timina com menor eficiéncia (225).
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Figura 27 — Fosforilagdo de uridina a uracila e ribose-1-fosfato através da enzima
uridina fosforilase (UP)
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Fonte: Adaptado de Renck et al, 2010 (224).

A UP pode ser encontrada em bactérias, animais e humanos; e a maioria dos
organismos superiores possuem as duas versfes desta enzima: a uridina fosforilase
1 (UP 1) e a uridina fosforilase 2 (UP 2) que séo codificadas por genes e
cromossomos diferentes, embora compartilhem em torno de 60% da sequéncia de
AA (224), (227-229).

A UP esta presente na maioria dos tecidos e tem importante papel na regulacéo
homeostatica das concentracdes de uridina, que influencia inumeras funcdes
celulares (230).

Esta enzima regula as concentracbes de uridina tanto intracelulares como no
plasma, através de 2 mecanismos de transporte: difusdo facilitada e transporte ativo
dependente de Na* (231). As células epiteliais hepaticas, renal e do intestino
demonstraram possuir transporte dependente de Na* para nucleosideos, e o figado
parece ter um controle homeostatico na degradacdo e formagédo de uridina (231-
239).

A UP 2 em humanos apresenta uma distribuicdo mais limitada e restrita aos rins,
com alguma expressao no figado e baco; e a analise estrutural da UP 2 humana

mostrou que ndo héa diferencas mensuraveis nos sitios ativos entre as duas versdes
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das enzimas, o que poderia gerar uma alteracdo na especificidade do substrato ou
no mecanismo catalitico entre as duas (227).

Tanto a catalise como a inibicdo seletiva de UP contribui para a liberacéo de uridina
no plasma e serve como estratégia para melhorar o indice terapéutico da
quimioterapia de combinacdo, porque o aumento dos niveis de uridina celular
protege o tecido ndo maligno normal da citotoxicidade de nucleosideos analogos. A
inibicdo da atividade de UP também parece ser uma estratégia terapéutica para
resgatar a toxicidade de fluorouracil (224).

Tem sido demonstrada sua atividade em carcinoma colo-retal, de pulméo, cancer de
mama, melanoma e gastrico (230), (240), (241). Os mecanismos de elevacdo de UP
sdo desconhecidos e o0 que se presume é gue seja devido ao aumento da sintese de
DNA em tumores, o que facilita 0 metabolismo de acidos nucléicos e a ativacdo de
oncogenes e/ou perda da funcdo p53, levando a ativacao da transcricdo. Também a
presenca de infiltracdes de macrofagos podem estar relacionadas com a elevagéo
da enzima (230), (242), (243).

A Figura 28 correlaciona uridina fosforilase (UP) e uridina com os diversos fatores
que elas estdo envolvidas e que ja foram descritos na literatura. E ao contrario de
timidina fosforilase (TP), a uridina fosforilase (UP) ndo esta associada a nenhuma
atividade  angiogénica devido a limitada  atividade  catalitca em
desoxirribunucleotideos (192), (240).
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Figura 28 — Correlacdo da uridina fosforilase e uridina com diversos fatores em que

elas estdo envolvidas e que ja foram descritos na literatura

Em ratos, a UP 2 pode estar
envolvida na lipogénese
hepatica ou transporte de
colesterol, porque é altamente
expressa no figado

Contribui para a
homeostase do rim

Atua na regulagdo homeostatica
da concentragéo de uridina do
plasma e dos tecidos

Afeta a ativac@o e o catabolismo
de varios nucleosideos analogos
usados na quimioterapia do
cancer, como o fluorouracil

Atua fosforilando Na translocacéo cromossdmica com
ou formando tumores associados, alguns fatores ETs

podem se fundir com o gene tumoral, e 0

promotor da UP regula sua expressao t

in vivo

P53 los niveis
de atividade do
promotor de UP

1 em prostatite, o que indica estar
envolvida na etiologia da doenga

No sistema nervoso age como
regulador fisiolégico do sono e
demonstra habilidade para manter
0 metabolismo cerebral durante a
isquemia e hipoglicemia severa

Esta presente no fluido
seminal 3 vezes mais do
gue outros fluidos e
tecidos; se correlaciona
com motilidade

E utilizada no autismo com crises,
e doencas genéticas deficientes
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Precursor na via de Na falta de agtcar

salvamento do ela serve como espermatica
nucleosideo pirimidina precursor para o
metabolismo de Tem demonstrado um complexo
hidratos de carbono efeito na regulacédo da resisténcia
e sintese de acidos vascular, produzindo efeitos
nucléicos opostos em alguns tecidos

Fonte: O autor, 2014; Renck et al, 2010 (224); Cao et al, 2005 (225); Roosild et al,
2011 (227); Watanable et al, 1995 (228); Johansson et al, 2003 (229); Pizzorno et al,
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2002 (231); Liu et al, 1998 (232); Cao et al, 1999 (242); Zhang et al, 2001 (243);
Dumler et al, 1988 (244); Miyashita et al 2002 (245); Krenitsky et al, 1964 (246);
Deneen et al, 2003 (247); Arvand et al, 2001 (248); Seifert et al, 1989 (249);
Ronquist et al, 1984 (250); Ronquist et al, 1985 (251); Zhang et al, 2004 (252); Kong
et al, 2009 (253); Shambaugh et al, 1979 (254); Traut et al, 1996 (255); Moyer et al,
1985 (256); Becroft et al, 1969 (257); Dagani et al, 1984 (258).

1.4 FATORES DE TRANSCRICAO:

O gene original ETs (v-ETs) relatado em 1983, foi identificado pela primeira vez no
virus E 26 da eritroblastose aviéria, por isso ganhou o nome E-vinte seis ou gene de
transformacao especifica E26 (ETs-E26 Transformation-specific) (259-163).

Existem em torno de 28 genes ETs em humanos, agrupados em cerca de 12
subgrupos ou familias, que sdo homdlogos em vertebrados e invertebrados, mas
estdo ausentes em plantas, fungos, leveduras e bactérias (262). As proteinas ETs
de fatores de transcricAo sdo multifuncionais, isto €, elas ativam ou reprimem a
transcricdo de genes alvo, cooperando com outros fatores de transcricdo e
cofatores, desencadeando uma cascata de traducao de sinais (261), (264).

O que define a codificacao dessas proteinas é o dominio ETs, o qual é composto por
em torno de 88 AA e que liga-se a uma sequéncia consenso de 5 - GGA(A/T) - 3" de
DNA que esta dentro dos promotores de genes alvos (259), (262), (265), (266). Além
deste dominio comum a todos, os membros da familia ETs s@o sub-caracterizados
também de acordo com outros dominios: dominio pontiagudo (PD) que media
interagbes proteina-proteina, incluindo homoligomerizacdo, heterodimerizagdo ou
transrepressao; dominio ativador da transcricdo (TAD) que media a ativacdo de
transcricdo; dominio negativo (ND) que sub-regula a ligacdo de DNA; e dominio de
repressdo (RD) que permite a ligacdo de outras proteinas repressoras (261), (266),
(267).

Uma vez que todas as proteinas Ets ligam-se as mesmas sequéncias alvo, acredita-
se que a expressao de uma proteina ETs € maior do que outra proteina Ets pelo fato
gue a expressao de um gene de Ets € bem maior em alguns tipos de células e/ou
tecidos do que outros; também existe a habilidade das proteinas ETs em formar

complexos com fatores de transcricdo que se ligam nas proximidades. Tudo iSso
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influencia o transcriptoma dessas proteinas, além de sua prépria natureza e de
relacbes que ainda ndo conhecemos, fazendo com que cada proteina module a
transcricdo de determinados genes e de diferentes maneiras (262).

Os genes alvo para os fatores de transcricdo ETs incluem oncogenes, genes
supressores de tumor, genes relacionados com a apoptose e angiogénese, e genes
relacionados com invasdo e metéstases (267-270). Os membros da familia ETs
agem em diversos processos celulares como na regulacéo da diferenciacao celular,
proliferacdo, hematopoiese, vasculogénese, angiogénese, organogénese, apoptose
e especificacdo da conectividade neuronal (259), (271-273). Seus maiores papéis
sdo na tumorigénese, principalmente de tumores sélidos como o cancer de prostata,
através das translocacfes cromossémicas recorrentes da protease TMPRSS2 com
ERG, ETV1 e ETV4,; e de alteracdes na expressdo de varios genes pelo fator de
transcricdo ETs derivado da préstata (PDEF) ou fator de transcricdo ETs contendo
um dominio pontiagudo SAM (SPDEF) (266), (272), (274).

141 FATOR DE TRANSCRICAO PDEF:

O mais recente membro identificado dos fatores ETs € o PDEF que é uma proteina
de 335 AA, massa molecular de 37,5 KDa e esta localizada no braco-q do
cromossoma 6 (6p21.31). Ele foi descoberto nas células tumorais da préstata como
um regulador da expressédo do gene do PSA, e como apresentava muita homologia
com os fatores de transcricdo, foi considerado um membro da familia ETs; além
disso, € 0 Unico membro que contém um PD em adicdo ao dominio conservado dos
ETs, enquanto todos os outros membros das familias de ETs apresentam ou TAD ou
ND ou RD além do dominio conservado dos ETs. Este dominio PD est4 localizado
entre as regides 142 e 210, consistindo de apenas 37 AA de separacdo entre o PD e
o dominio dos ETs (261), (273). Mas a caracteristica mais marcante de PDEF € que
ele apresenta o AA 88 do dominio ETs localizado no N-terminal entre as posigéo 248
e 331, que liga-se a regiao promotora do PSA, Figura 29 (261), (275).
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Figura 29 — Fator de transcricdo ETs derivado da préstata (PDEF) com seus
dominios pontiagudos (PD) em azul e seu dominio de ligacdo ao &cido
desoxirribonucleico (DNA) dos ETs em vermelho.

Pares de bases do mRNA

5 57 159 424 483 558 630 742 993 3’

19 53 142 161 186 210 248 331

AA (aminoécidos)
Fonte: Adaptado de Turner et al, 211 (276).

Os sitios de ligacdo do DNA para os fatores de transcricdo ETs apresentam uma
sequéncia tipica consensual de GGAA, porém o dominio ETs do PDEF apresenta
uma preferéncia por GGAT o que indica que ele reconhece elementos regulatorios
que sao distintos em outros sitios de outros ETs; isso pode ser devido a diferencas
nos AA dentro da hélice 3 do dominio de ligacdo do DNA dos ETs, e porque o PDEF
contém varias substituicbes de AA Unicas como os residuos serina 308 e glutamina
311, ao contrario dos outros ETs que interagem direto com o DNA (270), (273),
(275).

Acredita-se que PDEF possa ter funcbes diferentes dependendo da origem dos
tecidos tumorais. A perda deste fator de transcricdo ETs nos tumores pode alterar a
funcdo de muitos genes e todo esse transcriptoma alterado contribui para que novos
fenotipos surjam e ocorra o desenvolvimento do cancer invasivo relacionado ao
processo de metastases (276), (277). Exemplos de genes que podem estar

desregulados pelo PDEF na carcinogénese esté elucidado na Figura 30 (261).
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Figura 30 — Atuacgfes do fator de transcricdo derivado da préstata (PDEF)
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Fonte: O autor, 2014; Chen et al, 2002 (57); Zhang et al, 2004 (252); Steffan et al,
2011 (261); Oettgen et al, 2000 (273); Turner et al, 2011 (276); Ghadersohi et al,
2007 (278); Ghadersohi et al, 2008 (279); Ghadersohi et al, 2011 (280); Li et al, 2005
(281); Li et al, 2006 (282); Moussa et al, 2009 (283); Roeb et al, 2004 (284); Johnson
et al, 2010 (285); Pal et al, 2013 (286); Pivetta et al, 2011 (287); Feldman et al, 2003
(288); Tsui et al, 2012 (289); Tu et al, 2007 (290); Mostaghel et al, 2007 (291); Gu et
al, 2007 (292); Schaefer et al, 2010 (293); Thompson et al, 2003 (294); Turner et al,
2008 (295); Kruger et al, 2000 (296).

A expressdo de PDEF est4 limitada a tecidos de alto conteudo epitelial e hormdnio-
regulados como préstata, mama, glandula salivar, endométrio, ovario, célon, epitélio
de vias aéreas e estbmago (261), (286), (297), (298). Na préstata, o PDEF é
exclusivamente expresso no epitélio luminal e isto indica que existe uma relacao
entre este fator ETs com o desenvolvimento da glandula prostatica e com o cancer
de prostata, fazendo com que PDEF ndo apenas haja como um ativador de
transcricdo do promotor do PSA andrégeno-independente, mas também faz com que
ele interaja diretamente com o dominio de ligacdo do DNA de receptores de
androgenos (RAs) e aumente a ativagdo do promotor do PSA mediado por
andrégenos, além de atuar ainda como um co-regulador do receptor de androgénio;
assim é sugerido uma conexao entre PDEF, PSA e androgénio, Figura 31 (57),
(261), (273), (289), (299), (300).

No processo de metastases, a migracdo e invasdo celular sdo regulados por
alteracdes na adeséo célula-célula e célula-matriz extracelular. O PDEF modula , no
minimo, dois importantes passos na metastase tumoral como: a migracao celular via
regulacédo de expressdo de E-caderina uma vez que ela é uma molécula de adeséao
primaria na adesdo de células epiteliais e invasdo celular via regulacdo de
metaloproteinases (MMPs). Na superexpressdo de PDEF foi observado que, a
expressao de E-caderina aumenta, mas ndo acontece o contrario, entdo isto nos faz
crer que s6 PDEF modula a expressao de E-caderina e que quando PDEF diminui, a
E-caderina também diminui sua expressédo e promove metastases, Figura 32 (286),
(301). Dessa forma, PDEF e E-caderina podem oferecer potencial uso como
marcadores para distinguir uma doenca indolente de uma agressiva de CaP. As

MMPs sdo conhecidas por atuarem na capacidade de crescimento das células
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tumorais em sitios secundarios; especialmente a MMP9 que degrada a matriz

extracelular que tem um papel importante no remodelamento do nicho metastatico,
Figura 33 (302-305).

Figura 31— Conexao entre o fator de transcricdo derivado da préstata (PDEF), o
antigeno prostatico especifico (PSA) e o receptor de androgénio (RA)

ou normal como em estagios iniciais de CaP).
comecando

1

PSA normal Ativado na presenca de androgénios (tanto na prostata ]

Uso de terapia de ablagédo androgénica para controle do
CaP e CaP andrégeno-sensivel.

A

Converséo de um CaP previamente\b
1 PSA andrégeno-sensivel para CaP andrégeno-
resistente.

= =2
B R

Fonte: O autor, 2014; Oettgen et al, 2000 (273); Cleutjens et al, 1997 (306);
Cleutjens et al, 1997 (307); Zhang et al, 2007 (308); Huang et al, 1999 (309).
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Figura 32 — Relagéo do fator de transcricdo ETs derivado da prostata (PDEF) com
E-caderina e metastases

1 PDEF | | E-caderina T metastases

ranscricao

E-caderina

Fonte: O autor, 2014; Coppola et al, 2013 (274); Pal et al, 2013 (286); Spaderna et
al, 2008 (310); Smit et al, 2009 (311); Richmond et al, 1997 (312); Wang et al, 2008
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(313); Shiozaki et al, 1996 (314); Frixen et al, 1991 (315); De Craene et al, 2013
(316); Osisami et al, 2013 (317).

Figura 33 — Relacdo do fator de transcricdo ETs derivado da préstata (PDEF) com
as metaloproteinases (MMPSs) e metastases

Se correlaciona com T do tumor invasivo e metastético.
Exemplos: carcinoma naso-faringeo e gastrico; cancer
colo-retal, pancreatico, de mama e cancer de préstata.

Apresenta efeito no desenvolvimento da vasculariza¢éo angiogénica.

T MMP9 e T MMP13 T angiogénese

4

T crescimento tumoral e metastases

Fonte: O autor, 2014; Zhang et al, 2004 (252); Steffan et al, 2012 (302); Liu et al,
2010 (318); Bendardaf et al, 2010 (319); Tian et al, 2008 (320); Zhao et al, 2009
(321); Provatopaulou et al, 2009 (322); Castellano et al, 2008 (323); Bergers et al,
2000 (324); Ghosh et al, 2012 (325).
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Vérios artigos ja trabalharam com a expressao do PDEF, porém se sua expressao €
elevada ou diminuida na progresséo tumoral, ainda é controverso.

A maioria dos artigos relata que a expressdo de PDEF é reduzida a medida que o
tumor progride e que nos casos de tumores muito agressivos e com alta capacidade
de invasdo, como nos casos de estadiamento avancado e de elevado escore de
Gleason, a expressdo de PDEF pode ser quase ndo detectavel;, isso ja foi
demonstrado em tumores de prOstata, mama, ovario e coélon (261), (279), (283),
(285), (288). Uma vez que a PDEF vai diminuindo com o aumento da progressao do
estagio tumoral e da agressividade das células tumorais, é sugerido que o gene
PDEF tenha uma atividade supressora de metastases e que possa ser utilizado
como marcador que diferencie uma doenca indolente de uma agressiva em cancer
de prostata (261), (285).

Porém, ja foi demonstrado o inverso, isto €, 0 aumento da expressdo de PDEF nos
tecidos tumorais quando comparado com o benigno ou PIN, e isto também foi
relatado em tumores de prostata, mama e ovario (261), (326-329). E essa super-
expressao transitoria de PDEF aumentaria a expressao do gene de PSA aos niveis
de transcricdo e traducéo sob condicdes livre de andrégenos (289).

A analise do PDEF como marcador de diagndstico ou progndéstico, deve ser feita
somente no tecido porgque ele ndo é segregado para o sangue ou urina (261).

PDEF também ja mostrou correlacéo inversa entre a sua expressao e a sobrevida de
pacientes com cancer de ovario, e uma possivel associacdo entre a auséncia de
PDEF e morte por cancer de mama (276), (278), (279).

De acordo com um proteoma realizado, 121 proteinas foram identificadas com
associacao direta ou indireta com o PDEF, e ndo foram relatadas até o momento
fusdes de genes com PDEF (259), (261).

14.2 FATOR DE TRANSCRICAO ETV4:

Uma das subfamilias de fatores de transcricdo ETs, a subfamilia do ativador do
potenciador do polyomavirus 3 (PEA3) ou a proteina de ligacdo ao potenciador do
virus E1A (E1A), compreende os fatores: ER81 para ETs-relacionados ao 81
(ETV1), ETs variante 4 (ETV4) e ERM-moléculas relacionadas aos ETs (ETV5)

(262), (330-333). Eles tem um dominio ETs comum a todos fatores e um dominio
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acidico no N-terminal e outro no C-terminal que séo sitios de ativagao de transcrigao,
sendo o dominio N-terminal o mais potente, Figura 34 (262), (334-336).

Figura 34 — Fator de transcricdo ETV4 com seus dominios acidicos em azul e seu

dominio de ligacéo ao acido desoxirribonucleico (DNA) dos ETs em vermelho

pb 49 80 340 423 443 468 484

ETS

Fonte: Adaptado de Oh et al, 2012 (262).

Esta subfamilia liga-se preferencialmente a sequéncia 5-GGAA-3" e a medida que
se distancia deste codigo, a forca de ligagdo do DNA diminui; e eles também né&o
sdo regulados da mesma maneira, podendo cada um realizar funcdes fisiologicas
diferentes ( 262), (337).

Andlise de mRNA dos fatores ETV1, 4 e 5 revelou que seus genes S80 expressos
em inumeros oOrgaos durante o desenvolvimento embribnico e na fase adulta de
ratos, tendo eles um papel na ramificagdo da morfogénese onde o botdo epitelial
primitivo se bifurca para gerar ductos arborizados ou estruturas acinares, e no
mesénquima adjacente que interage com as células epiteliais (262), (338-340). No
caso de ETV4, foi demonstrada expressdo na ponta de ductos epiteliais durante a
diferenciacdo mesonéfrica e diminuicdo da expressdo apos a diferenciacdo do
glomérulo renal; e quando houve inativacdo de todos os alelos de ETV4 e ETV5
estes animais apresentaram falha no desenvolvimento dos rins, além de ser
sugerida uma disfuncao erétil e ejaculatoria na falta de ETV4 (262), (341-344).

O receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2/Neu) membro da
familia dos receptores de fator de crescimento epidérmico, € superexpresso em 20-
30% de todos os tumores de mama; de acordo com estudos moleculares é sugerido
gue o HER2/Neu ativa a transcricao dos fatores PEA3, e em retorno o ETV4 se liga

ao sitio promotor de HER2/Neu e estimula sua transcri¢cdo; porém ha um relato que
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ETV4 reprime HER2/Neu. A relacdo de HER/Neu com ETV4 € expressa na Figura
35 e este mecanismo representa ndo sé a via do cancer de mama, mas
possivelmente outros carcinomas utilizam também esta via como o CaP (262), (345-
350).

A presenca de translocagdes cromossdmicas ETs no CaP humano foi inicialmente
relatada em 2005 e hoje ja se sabe que se encontram presentes em
aproximadamente 50% dos casos de tumores de prostata (80), (351). A principal
translocacdo envolve o gene de uma serina protease trans-membrana TMPRSS2
que € exclusivamente expresso na préstata, com um dos fatores ETS
(ERG/ETV1/ETV4/ETVS5) que apresentam uma especificidade muito semelhante no
sitio de ligacdo de DNA, e isto explica porque todos eles causam CaP (80), (83),
(85), (262), (337), (351).

Essa translocacéo faz com que o rearranjo dos genes ETs resulte na expressao da
proteina ETs em todo o0 seu comprimento ou ligeiramente truncada e que pode ou
nao ter pequenas extensées de TMPRSS2 ou outros AA parceiros fundidos no seu
N-terminal; toda fusdo de proteinas retém o dominio de ligacdo ao DNA da proteina
ETs causando a desregulacdo da transcricdo do gene. A consequéncia desta
translocacado € a geracdo de uma fusdo génica TMPRSS2-ETs, na qual a expresséo
da proteina ETs andrégeno-dependente € controlada pelo gene
promotor/potenciador TMPRSS2 que é adrégeno-induzivel e induz a expressao de
proteina ETs neste 6rgdo; garantindo assim que estas proteinas ETs tornem-se
superexpressas no tumor de préstata Figura 36 (262), (352), (353).

Até o momento 14 genes diferentes como: TMPRSS2, SLC45A3, C150rf21, CANT1,
EST14, FOXP1l, HERVK17, FLJ35294, HERV-K, ACSL3, NDRG1, DDXS5,
HNRPA2B1, KLK2 tem sido identificados como parceiros de fusdo para ERG, ETV1,
ETV4, ETV5 e mais recentemente ELK4 (81), (351), (353-355).
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Figura 35 — Ativacao dos fatores de transcricdo ETV4 via gene HER2/Neu.
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Fonte: O autor, 2014; Chotteau-Lelieve et al, 2003 (341); Bosc et al, 2001 (346);
Janknecht et al, 1996 (356); Holbro et al, 2003 (357); Feming et al, 2004 (358);
Janknecht et al, 1996 (359); O 'Hagan et al, 1996 (360); Xu et al, 2009 (361); Goel et
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al, 2004 (362); Qin et al, 2008 (363); Higashino et al, 1995 (364); Crawford et al,
2001 (365); Brinckerhoff et al, 2002 (366); Kaya et al, 1996 (367).

Figura 36 — Interacao do gene induzivel regulado por andrégeno com o ETV4
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Fonte: O autor, 2014; Hermans et al, 2008 (81); Tomlins et al, 2006 (83); Helgeson et
al, 2008 (85); Rahim et al, 2013 (351).
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Aproximadamente 80% dos CaP sao caracterizados pela presenca de produtos de
fusdo entre os genes TMPRSS2 e a familia ETs; no entanto nenhuma dessas
alteracdes genéticas sdo encontradas em tecidos prostaticos benignos (368).

As fusdes tem sido grandemente associadas com mal progndstico, menor incidéncia
de sobrevida livre de recorréncia e maiores escores de Gleason, todos indicativos de
doenca mais avancada; e as frequéncias em que elas ocorrem sdo: ERG (em torno
de 50%), ETV1(10%), ETV4(1-2%), ETV5(1-2%), ELK4(<1%); e esta maior
frequéncia de ERG é devido ao fato que ele estd em estreita proximidade com o
gene TMPRSS2 no cromossomo 21, enquanto 0S outros estdo em Cromossomos
diferentes deste (83), (85), (351), (362), (369). A translocacdo TMPRSS2-ERG néo é
s6 a mais comum, se correlaciona positivamente com perda de PTEN (gene
supressor tumoral) e isto estd associado com mal progndstico em pacientes com
CaP (262), (370-373).

ETV1, 4 e ERG ligam-se a genes que estdo envolvidos na diferenciacdo celular,
crescimento e desenvolvimento do organismo multicelular, e eles ocupam um
conjunto de regiées gendmicas que estdo em estreita proximidade com os locais de
inicio da transcricdo de varios genes que regulam a formacgédo de vasos sanguineos
gue promovem a angiogénese, o que facilita a tumorigénese (262), (374). O
aumento destes fatores ETs também aumentam as MMPs-1, 3, 7, 9, o
plasminogénio ativador de uroquinase e seu receptor, que atuam na remodelacdo da
matriz extracelular que leva a migracao e invaséo celular (262), (375).

O ETV4 é super-expresso em muitos dos casos de CaP, em alguns destes ele esta
associado com translocacfes com genes altamente expressos na préstata como:
TMPRSS2, KLK2, DDX5 e CANT1; em outros casos isso é observado, mas sem
nenhuma translocacédo detectavel (82), (376), (377). Este aumento de ETV4 esta
ndo s6 na fase inicial do CaP, mas durante a progressdo e manutencao do tumor
(23), (262), (353). Ele também € super-expresso em outros tipos de cancer como o
de cabeca e pescoco, pulmdo, mama, géastrico, colo-retal, tumor de ovério; além de
apresentar associagcdo com metéstases, mal prognéstico e EMT, e se correlacionar
com genes relacionados ao cancer por meio de ativacdo que leva a proliferacao
celular e invasividade; por outro lado pode funcionar como um gene supressor de
tumor (262), ((348), (350), (367), (376), (378-395).

O gene ETV4 dos fatores de transcricdo ETs também podem se envolver em

translocacdes com o gene do Sarcoma de Ewing’s ou seu homélogo FUS, que € um
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tumor muito agressivo e afeta principalmente criancas e adolescentes. Esta
translocacdo EWSETV4 t(17;22) (q12;912), embora muito rara, pode também ser
encontrada em outras pequenas malignidades de células redondas azuis como o
neuroectoderma periférico primitivo e tumores de Askin (262), (396-399).

O ETV4 tem importante papel no desenvolvimento neuronal, de espermatogonias ,
membros, e mais recentemente nos rins. A via de sinalizagdo GDNF-Ret atua nos
fatores de transcricdo ETV4 e ETV5 que s@o necessarios para o desenvolvimento
dos rins Figura 37. A falta de ambos os alelos ETV4 e um alelo de ETV5 resulta em
alta frequéncia de agenesia (auséncia) renal ou hipodisplasia (malformacéo severa),
e quando estdo completamente deficientes ETV4 e ETV5, h4 auséncia de
desenvolvimento renal. Nos humanos as mutacdes Ret estdo associadas com

agenesia renal, doenca de Hirschsprung e cancer (400-411).
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Figura 37- via de sinalizacdo GDNF-Ret com os fatores de transcricdo ETV4 e
ETV5, necessarios para o desenvolvimento dos rins
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Fonte: O autor, 2014; Lu et al, 2009 (400); Costantini et al, 2006 (401) ; Takahashi et
al, 2001 (406).

15 RT-PCR EM TEMPO REAL (REAL TIME):

A Reacdo em Cadeia da Polimerase ou (PCR) € uma técnica automatizada baseada
na amplificacdo de uma pequena regido especifica da molécula de DNA, em varias
cOpias iguais, pela enzima DNA polimerase.

O procedimento requer uma mistura de DNA alvo (a ser amplificado) com os
reagentes Taq polimerase, e 0s primers. Esta amostra é incubada em um
termociclador, que é parte do aparelho de PCR e que apresenta varios programas
de temperatura a ser escolhido pelo operador, Quadro 8 (412).
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Quadro 8 — Passos basicos do procedimento de PCR

Passos basicos do procedimento de PCR:

1°) Desnaturacdo do DNA molde (94C°): 1 fita de DNA de cadeia dupla é
desnaturada e transformada em 2 fitas de DNA de cadeia simples. Isso se deve a
guebra das ligacbes de Hidrogénio.

2°) Anelamento dos primers de oliginucleotideos (entre 50°C e 60°C): nesta
temperatura as fitas simples ndo se unem novamente. Os primers, que s&o
pequenas moléculas de DNA que delimitam a regido que sera amplificada para
sintese de DNA, se anelam as fitas simples porque apresentam a sequéncia
especifica da fita de forma complementar, além de estarem em grande
guantidade no meio.

3°) Sintese de novo do DNA (74°C): esta temperatura é ideal para que a Taqg DNA
polimerase trabalhe de forma a atacar o primer e sintetizar novas cadeias de DNA
molde. A enzima é isolada de uma bactéria termofilica, estavel a temperaturas
muito mais altas do que o normal e que ndo desnatura mesmo com repetidos
tratamentos de calor.

4°) Repeticdo dos ciclos (94°C): uma vez sintetizadas novas cadeias, o segundo
ciclo comeca e assim sucessivamente com os produtos de cada ciclo servindo
como DNA-molde para o préximo. Sao entre 20 e 30 ciclos e por isso é chamado
de “reacdo em cadeia” da polimerase.

Fonte: O autor, 2014; Brown, 2013 (412).

A transcriptase reversa - reacdo em cadeia da polimerase ou RT-PCR (reverse
transcription-polymerase chain reaction) € um método que utiliza a enzima
transcriptase reversa para converter toda populacdo de moléculas de mMRNA
purificadas a partir de tecido ou cultura de células, em DNA complementar de cadeia
simples, isto €, o cDNA; para depois se iniciar o PCR convencional (180), (412).

PCR em tempo real ou real-time € uma variacdo da técnica de PCR em que os
produtos de sintese sdo medidos o tempo todo através da série de ciclos do
procedimento. A parte quantitativa desse método tem como base uma relagéo direta
entre a velocidade em que o produto de PCR é gerado e a concentragao original das

espécies de mRNA de interesse. E utilizado um corante fluorescente que emite cor
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guando se liga a uma dupla fita de DNA para rastrear o progresso da reacao, assim
se pode determinar as quantidades relativas do mRNA das amostras (180), (412).

A técnica é extremamente sensivel podendo detectar uma Unica molécula de DNA
ou tracos de RNA; é utilizada em medicina forense na analise de vestigios de
sangue ou de outros tecidos, além de atuar no diagnostico de doencgas genéticas e
na verificacdo de niveis virais de infec¢do (180), (412).
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OBJETIVOS:

Em espécimes de carcinoma de prostata e de hiperplasia prostatica benigna,
analisar a expressao relativa do mRNA das enzimas TP, UP 1 e UP 2, e dos
fatores de transcricdo SPDEF e ETVA4.

Em espécimes de carcinoma de préstata e de hiperplasia prostética benigna,
comparar a expressado relativa das meédias geométricas do mRNA das
enzimas TP, UP 1 e UP 2, e dos fatores de transcricdo SPDEF e ETV4 no
tecido tumoral e no tecido de hiperplasia prostatica benigna com as variaveis
clinicas e patoldgicas de prognostico.

Em espécimes de carcinoma de células renais e de tecidos adjacentes ao
tumor, analisar a expressao relativa do mRNA das enzimas TP, UP 1 e UP 2
e dos fatores de transcricdo SPDEF e ETVA4.

Em espécimes de carcinoma de células renais e de tecidos adjacentes aos
tumores, comparar a expressao relativa das médias geométricas do mRNA
das enzimas TP, UP 1 e UP 2, e dos fatores de transcricdo SPDEF e ETV4 no
tecido tumoral e no tecido adjacente ao tumor com o0 estadiamento

(classificacdo TNM) e graduacéo histolégica segundo Fuhrman.
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3 MATERIAL E METODOS:
3.1 Populacao e amostra:
3.1.1 Grupo do cancer de prostata:

Foram analisadas 56 amostras de tecidos, benignos e tumorais, sendo que 36 eram
de pacientes com hiperplasia prostatica benigna, e 20 eram de pacientes com
diagnéstico de tumor de préstata. Todas as amostras foram obtidas através de
tratamento cirargico por resseccdo transuretral da prostata (RTU) ou por
prostatectomia radical (PR) realizadas no Servigo de Urologia do Hospital Sdo Lucas
da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

3.1.2 Grupo do carcinoma de células renais:

Foram analisadas 28 amostras teciduais, sendo que 14 amostras eram de tumor de
rim e 14 eram amostras coletadas de tecido benigno adjacente ao tumor, totalizando
14 pacientes, sendo duas amostras de cada paciente. Todas as amostras foram
obtidas por tratamento cirirgico por nefrectomia parcial ou total no Servico de
Urologia do Hospital Sado Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande
do Sul. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da PUCRS e os pacientes

participantes assinaram o TCLE.

3.2 Coleta e armazenamento das amostras de tecidos:

No momento da cirurgia foi retirado um fragmento da peca tumoral nos pacientes
com cancer de prostata, um fragmento de tecido hiperplasico prostatico nos
pacientes com hiperplasia prostatica benigna; e nos pacientes com carcinoma de
células renais, um fragmento tumoral e outro fragmento do tecido adjacente ao
tumor. Apdés a coleta as amostras foram colocadas rapidamente em frascos
(Eppendorf®) identificados e separados, com uma solucdo de estabilizacdo do RNA
(RNA later™, RNA Stabilization Reagent, Ambion, Austin, TX, USA) e deixados em
freezer -80C° até o momento do processamento, Figura 38. Também foram
coletadas amostras tumorais que foram armazenadas em formalina tamponada a 4%
e encaminhadas para o Servico de Patologia do Hospital para avaliagao
histopatolégica e de imuno-histoquimica.
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Figura 38 — Freezer -80°C onde as amostras permaneceram armazenadas

Fonte: Professor Didégenes Santiago Santos, Centro de Pesquisas Bioldgicas
Molecular e Funcional (CP-BMF), Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul.

3.3 Isolamento e purificagdo do mRNA:

As amostras foram pesadas e o peso estipulado foi de 20 a 30mg, para depois
serem maceradas com nitrogénio liquido em gral e pistilo, Figura 39 e Figura 40.
Através de cromatografia por afinidade e micro colunas de DNase, as amostras
foram processadas de acordo com o protocolo (RNasy® Protect Qiagen, Valencia,
CA, USA), e estocadas a -80°C novamente.

Todos descongelamentos e procedimentos foram realizados a 4°C conforme

protocolo.
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Figura 39 — Equipamentos utilizados no isolamento e purificagdo do mRNA: (A)

pipetas, (B) botijao de nitrogénio liquido, (C) gral e pistilo

- e
Bl (A) pipetas

(C) gral e pistilo

i ] )

Fonte: Professor Didégenes Santiago Santos, Centro de Pesquisas Bioldgicas
Molecular e Funcional (CP-BMF), Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul
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Figura 40 — Microcentrifuga utilizada para isolamento e purificacdo do mRNA

Fonte: Professor Didgenes Santiago Santos, Centro de Pesquisas Bioldgicas
Molecular e Funcional (CP-BMF), Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do
Sul

3.4 Densidade otica (DO):

A concentracdo de RNA foi analisada por espectrofotometria em 260nm
(1DO=30ug/mL) e a sua pureza pela razdo de 260/280, Figura 41. Amostras que
apresentaram absorbéancia abaixo de 1,40 ou que ndo obtiveram uma concentragdo
de 500ng de RNA, foram excluidas apds serem reprocessadas por até 3 vezes. As



101

amostras que atingiram a concentracdo minima de RNA foram novamente estocadas
a -80°C.

Figura 41 — Espectofotdmetro utilizado para a realizacédo da densidade ética (DO)

Fonte: Professor Didégenes Santiago Santos, Centro de Pesquisas Bioldgicas
Molecular e Funcional (CP-BMF), Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul
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3.5 Transcricao reversa:

O cDNA foi sintetizado a partir de 500ng de RNA total e de acordo com o protocolo
(High Capacity cDNA, Reverse Transcription Kit, Quiagen®), Figura 42.

O cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA total isolado utilizando uma
mistura reacional contendo Random Primers, dNTPs, Reverse Transcription Buffer, a
enzima derivado do virus da leucemia mieldide aviaria (MultiScribe ™ Revere
Transcriptase-50U/uL, TagMan® Reverse Transcription Reagents, Roche Molecular)
e Nuclease-free H20 + RNA (paciente). A concentracdo final foi de
aproximadamente 25 ng / mL de cDNA. A mistura contendo os reagentes para a
transcricdo reversa foi submetida a trés diferentes temperaturas de aquecimento: 25
° C durante 10 min, 48 ° C durante 30 min, e 95 ° C durante 5 minutos em um
termociclador (TechneTM TC-412, Duxford, Cambridge, UK). O cDNA sintetizado foi

armazenado a -20°C.

Figura 42 — Termociclador utilizado na transcricdo reversa para formar o acido

desoxirribonucleico complementar (cDNA)

Fonte: Professor Didgenes Santiago Santos, Centro de Pesquisas Bioldgicas Molecular
e Funcional (CP-BMF), Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.
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3.6 PCR real time:

O PCR foi realizado utilizando-se placas de 96 pocos, em que cada amostra para
cada gene de interesse e para o gene enddgeno utiliza um poco diferente. Cada
amostra contém 4uL de cDNA, isto é, 100ng e 18,5uL de agua MilliQ; e para a
preparacao do MIX (25uL) ,tanto para os genes escolhidos (2,5uL) como para o
gene endogeno (2,5uL) beta-actina (Controles Enddégenos Humanos, Applied
Biosystems, Foster, CA, EUA), foi realizada uma mistura previamente preparada
contendo Universal PCR Master Mix (TagMan), primers e sondas com o marcador
de fluorescencia (Taq Man Gene Expression Assays-on-Demand, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) com corante FAM-MGB (Biossystems Aplicadas,
Assay-on-Demand, Foster, CA, EUA). O volume final da reacdo para cada duplicata
foi de 25uL. As condicBes de temperatura foram divididas em estagios: 30°C por
2min, 95°C por 10min, 50 ciclos a 95°C por 15 s, e 60°C por 1min. As amostras com
a PB-actina foi amplificado em paralelo com o0s genes de interesse, para a
normatizacao das reacdes de RT. A expressdao relativa foi calculada de acordo com
o0 método delta-CT (413).

3.7 Sistema de estadiamento e classificagéo histopatologica:

O sistema de estadiamento utilizado para o cancer de prostata e para o carcinoma
de células renais foi a Classificacdo TNM (Tumor, N6dulo, Metastase).
E a classificacdo histopatoldgica utilizada para o CaP foi o grau de escore de

Gleason; e para o CCR, a graduacao de Fuhrman.

3.8 Revisdo de prontuarios:

Foi utilizado um banco de dados informatizado no programa Microsoft Excel® para
obter todos os dados dos pacientes, como sexo, idade, estadiamento e grau

histolégico.
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3.9 Analise estatistica:

Foi utilizado o programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) v.21.

A expressédo relativa das moléculas de interesse foi avaliada através do método
delta-CT, que proferiu a variacdo dos genes-alvo nos tecidos em relacdo ao
calibrador, ou seja, o tecido de controle normal ou tecido benigno (414). Os dados
foram analisados por meio de testes ndo paramétricos como o Coeficiente de
Correlacdo de Spearman. Foram consideradas diferengcas estatisticamente

significativas na qual p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 PROSTATA

Estabelecemos a expresséao relativa das diferentes enzimas e fatores de transcrigéo
ETs do estudo (timidina fosforilase, uridina fosforilase 1, PDEF, ETV4) no tecido
prostatico de 52 homens operados no Hospital S&o Lucas da PUCRS. Dentre estes,
31 amostras provinham de pacientes com hiperplasia benigna da préstata
submetidos a ressecc¢do endoscopica de préstata (RTUP) ou prostatectomia simples
e 21 amostras de tecido provinham de pacientes com adenocarcinoma de préstata
submetidos a prostatovesiculectomia radical. Nao conseguimos estabelecer a
expressao da enzima uridina fosforilase-2 nas amostras de tecido benigno prostatico
e nem no CaP.

A média das idades dos pacientes com hiperplasia foi de 66,4 (+/- 10,4) anos, € a
meédia das idades dos pacientes com adenocarcinoma de préstata foi de 62,9 (+/-
8,2) anos. Nao houve diferenca significativa entre as médias das idades dos dois
grupos de pacientes (p= 0,190).

Na Tabela 1 pode-se evidenciar as médias geométricas das expressdes relativas
das diferentes enzimas e fatores de transcricdo ETs do estudo nas amostras de
tecido prostatico benigno e maligno. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias geométricas da expressdo relativa da timidina
fosforilase e uridina fosforilase 1 nos tecidos benignos e malignos. As médias
geométricas da expressao relativa do PDEF e do ETV4 foram significativamente

maiores nos tecidos malignos do que nos tecidos benignos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Correlagdo entre a expressdo relativa das médias geométricas de
timidina fosforilase, uridina fosforilase 1, PDEF e ETV4 em amostras de tecido

prostatico benigno e maligno

TECIDO BENIGNO (n=31) TECIDO TUMORAL (n=21) P
(média geométrica) (média geométrica) Correlacéo de
Spearman’s
TIMIDINA 0,0074 0,0066 0,79
URIDINAL 0,0013 0,0016 0,49

PDEF 0,0311 3,1696

<0001 |
ETVA 0,0045 0,0276 <0,001

Na Tabela 2 e na Tabela 3 pode-se evidenciar a correlacdo entre as médias
geométricas da expressao relativa das diferentes enzimas e fatores de transcricao
ETs do estudo nas amostras de tecido prostatico benigno e maligno,
respectivamente, com a média geométrica dos valores de PSA pré-operatério. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa das médias geométricas da expressao
relativa das diferentes enzimas e fatores de transcricdo ETs do estudo nas amostras
de tecido prostéatico benigno e maligno com as médias geométricas dos valores de

PSA pré-operatorio.

Tabela 2 — Correlacdo entre a expressdo relativa das médias geométricas de
timidina fosforilase, uridina fosforilase 1, PDEF e ETV4 com as médias geométricas

do PSA pré-operatério em amostras de tecido prostéatico benigno.

PSA P
(tecido benigno)
Correlacao de Spearman’s

TIMIDINA 0,037 0,857

(tecido benigno)

URIDINA 1 0,375 0,710

(tecido benigno)

_PDER 0,040 0,853
(tecido benigno)
ETVA4 0,160 0,434

(tecido benigno)
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Tabela 3 — Correlagdo entre a expressdo relativa das médias geométricas de
timidina fosforilase, uridina fosforilase 1, PDEF e ETV4 com as médias geométricas

do PSA pré-operatério em amostras de tecido prostatico maligno

PSA P
(tecido tumoral)
Correlacao de Spearman’s
TIMIDINA
(tecido tumoral) i Ujois
URIDINA 1 0,059 0,840
(tecido tumoral)
_PDEF -0,273 0,391
(tecido tumoral)
_ETv4 -0,055 0,859
(tecido tumoral)

Timidina fosforilase:

Encontramos a expresséo relativa desta enzima por RT-PCR em tempo real em
30/31 (96,8%) amostras dos pacientes com hiperplasia benigna e em todas as
amostras dos pacientes com adenocarcinoma de prostata (21/21; 100%). A média
geomeétrica da expressao relativa da timidina fosforilase nas amostras de hiperplasia
benigna da prostata foi de 0,0074 e a média geométrica da expressao relativa desta
enzima nas amostras de adenocarcinoma da prostata foi de 0,0066. A expresséo
relativa da média geométrica desta enzima nos pacientes com adenocarcinoma de
prostata foi 12% menor que a expressao relativa da média geométrica desta enzima
nos pacientes com hiperplasia prostatica benigna. Nao houve diferenca estatistica
entre a expressao relativa das médias geométricas desta enzima entre os dois
grupos (p=0,79; Tabela 1).

A correlagcdo entre os valores das médias geométricas de PSA pré-operatoério e as
médias geomeétricas da expressao relativa da enzima timidina fosforilase nos tecidos
benignos e malignos esta demonstrada nas Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.
Nos casos de hiperplasia benigna, ndo houve correlacédo entre a média geométrica
da expressao relativa da timidina fosforilase e a média geométrica do PSA pré-
operatorio (Coeficiente de correlagdo de Spearman’s = 0,037). Nos casos de
adenocarcinoma de préstata houve uma correlacdo moderada entre a média

geométrica da expressao relativa de timidina fosforilase e a média geométrica do
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PSA pré-operatorio (Coeficiente de correlacdo de Spearman’s = 0,461). Ndo houve
diferenca estatistica entre as médias geométricas da expressdo relativa desta
enzima nos dois grupos com as médias geométricas do PSA pré-operatorio nos dois
tipos de tecidos (p=0,857 e p=0,084, respectivamente).

Dentre os casos de adenocarcinoma da prostata, ndo houve correlagdo entre o
Gleason e a Classificacdo TNM da peca operatdria e a expressao relativa da

timidina fosforilase (p=NS)

Uridina fosforilase 1:

Encontramos a expresséo relativa desta enzima por RT-PCR em tempo real em
28/31 (90,3%) amostras dos pacientes com hiperplasia benigna e em 20/21 (95,2%)
amostras dos pacientes com adenocarcinoma de prostata. A média geométrica da
expressao relativa da uridina fosforilase 1 nas amostras de hiperplasia benigna da
prostata foi de 0,0013 e a média geométrica da expressao relativa desta enzima nas
amostras de adenocarcinoma da préstata foi de 0,0016. A expressao relativa da
média geométrica dos pacientes com adenocarcinoma de préstata foi 26% maior
que a expressao relativa da média geométrica dos pacientes com hiperplasia
prostética benigna. Ndo houve diferenca estatistica entre as médias geométricas da
expressao relativa desta enzima entre os tecidos benigno e maligno (p=0,49; Tabela
1).

A correlagcédo entre os valores das médias geométricas de PSA pré-operatério e as
médias geométricas da expressdo relativa da enzima uridina fosforilase 1 nos
tecidos benignos e malignos estd demonstrada nas Tabela 2 e Tabela 3,
respectivamente. Nos casos de hiperplasia benigna houve uma correlacéo
moderada entre a média geométrica geométrica da expressao relativa da uridina
fosforilase 1 e a média geométrica do PSA pré-operatério (Coeficiente de correlacéo
de Spearman’s = 0,375). Nos casos de adenocarcinoma de prOstata ndo houve
correlacdo entre a média geométrica da expressao relativa de uridina fosforilase 1 e
a meédia geométrica do PSA pré-operatorio (Coeficiente de correlagdo de
Spearman’s = 0,059). Nao houve diferenca estatistica entre as médias geométricas
da expressao relativa desta enzima nos dois grupos com a média geomeétrica do

PSA nos dois tipos de tecido (p=0,071 e p=0,840, respectivamente).
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Dentre os casos de adenocarcinoma da prostata, ndo houve correlacdo entre o
Gleason da peca operatéria e a expressao relativa da uridina fosforilase 1 (p=NS).
Na Classificacdo TNM, a média geométrica da expressdo relativa da uridina
fosforilase 1 nas amostras de tumor T3 foi de 0,0008 e a média geométrica da
expresséo relativa desta enzima nas amostras de tumor T1 e T2 foi de 0,0024; a
média geométrica da expressao relativa dos pacientes com tumor T3 foi 65% menor
e 2,84 vezes menor que a expressao relativa da média geométrica dos pacientes
com tumor T1 e T2. Houve diferenca estatistica entre as médias geométricas de

expressao relativa desta enzima entre os tumores maligno T3 X T1 e T2 (p=0,032).

PDEF:

Encontramos a expressao relativa deste fator de transcricdo ETs por RT-PCR em
tempo real em 28/31 (90,3%) das amostras dos pacientes com hiperplasia benigna e
em 18/21 (85,7 %) das amostras dos pacientes com adenocarcinoma de prostata. A
média geométrica da expressdo relativa do PDEF nas amostras de hiperplasia
benigna da préstata foi de 0,0311 e a média geométrica da expressao relativa do
PDEF nas amostras de adenocarcinoma da préstata foi de 3,1696. A expressao
relativa entre a média geométrica dos pacientes com adenocarcinoma de prostata foi
102 vezes maior que a expressao relativa entre a média geométrica dos pacientes
com hiperplasia prostatica benigna. Houve diferenca estatisticamente significativa
entre as médias geométricas da expressao relativa deste fator de transcricdo ETs
nos tecidos benigno e maligno (p<0,001; Tabela 1 e Grafico 1).

A correlacdo entre os valores das médias geométricas do PSA pré-operatorio e as
médias geométricas da expressao relativa do fator de transcricdo PDEF nos tecidos
benignos e malignos esta demonstrada nas Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.
Nos casos de hiperplasia benigna ndo houve correlacado entre a média geométrica
da expressao relativa do fator de transcricio PDEF e a média geométrica do PSA
pré-operatorio (Coeficiente de correlagdo de Spearman’s = 0,040). Nos casos de
adenocarcinoma de prOstata também ndo houve correlacdo entre a média
geomeétrica da expressao relativa do fator de transcricio PDEF e a média
geomeétrica do PSA pré-operatorio (Coeficiente de correlagdo de Spearman’s = -

0,273). Nao houve diferenca estatistica entre as médias geométricas da expressao
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relativa deste fator de transcricdo ETs nos dois grupos com as médias geométricas
do PSA pré-operatério nos dois tipos de tecidos (p=0,853 e p=0,391,
respectivamente).

Dentre os casos de adenocarcinoma da préstata, ndo houve correlacdo entre o
Gleason da peca operatoria e a expressao relativa do fator de transcricdo PDEF
(p=NS) e entre a Classificagdo TNM e a expressao relativa do fator de transcricao
PDEF (p=NS).

Gréafico 1 — Correlagcdo da média geométrica da expressao relativa do PDEF nos
pacientes com adenocarcinoma de préstata com a média geométrica da expressao

relativa do PDEF nos pacientes com hiperplasia prostatica benigna
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ETVA4:

Encontramos a expresséo relativa deste fator de transcricdo ETs por RT-PCR em
tempo real em 30/31 (96,8%) amostras dos pacientes com hiperplasia benigna e em
(19/21; 90,5%) amostras dos pacientes com adenocarcinoma de prostata. A média
geomeétrica da expressao relativa do ETV4 nas amostras de hiperplasia benigna da
prostata foi de 0,0045 e a média geométrica da expressao relativa do ETV4 nas
amostras de adenocarcinoma da prostata foi de 0,0276. A expressao relativa da
média geométrica dos pacientes com adenocarcinoma de préstata foi 6,1 vezes
maior que a expressao relativa da média geométrica dos pacientes com hiperplasia
prostatica benigna. Houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias
geométricas da expressdo relativa deste fator de transcricdo ETs nos tecidos
benigno e maligno (p<0,001; Tabela 1 e Grafico 2).

A correlagcédo entre os valores das médias geométricas do PSA pré-operatdrio e as
médias geométricas da expressao relativa do fator de transcricdo ETV4 nos tecidos
benignos e malignos esta demonstrada na Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.
Nos casos de hiperplasia benigna ndo houve correlacado entre a média geométrica
da expressao relativa do fator de transcricdo ETV4 e a média geométrica do PSA
pré-operatorio (Coeficiente de correlacdo de Spearman’s = 0,160). Nos casos de
adenocarcinoma de prOstata também ndo houve correlacdo entre a média
geométrica da expressao relativa do fator de transcricdo ETV4 e a média geométrica
do PSA pré-operatorio (Coeficiente de correlacdo de Spearman’s = -0,055). N&o
houve diferenca estatistica entre as médias geométricas da expressao relativa deste
fator de transcricdo ETs nos dois grupos com as médias geométricas do PSA pré-
operatoério nos dois tipos de tecido (p=0,434 e p=0,859, respectivamente).

Dentre os casos de adenocarcinoma da préstata, ndo houve correlacdo entre o
Gleason da peca operatdria e a expressao relativa do fator de transcricdo ETV4
(p=NS) nem entre a Classificacdo TNM e a expressao relativa do fator de transcricao
ETV4 (p=NS)
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Gréafico 2 — Correlacdo da expressao relativa da média geométrica do ETV4 nos

pacientes com adenocarcinoma de préstata com a expressdo relativa da média

geométrica do ETV4 nos pacientes com hiperplasia prostatica benigna
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Houve correlacdo entre as expressoes relativas das enzimas timidina fosforilase e

uridina fosforilase-1, tanto nos tecidos de hiperplasia prostatica benigna como no

adenocarcinoma de prostata. A expressao relativa da enzima timidina fosforilase e a

expresséo relativa da uridina fosforilase 1 nos tecidos benignos apresentaram um

Coeficiente de correlacdo de Spearman’s fortemente igual a 0,620; e nos tecidos

malignos apresentaram um Coeficiente de correlagdo de Spearman’s fortemente

igual a 0,574. Houve diferenca estatistica entre as expressodes relativas destas
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enzimas nos casos de hiperplasia benigna e nos casos de adenocarcinoma de
préstata (p<0,001 e p=0,008, respectivamente).

Houve correlacdo entre as expressodes relativas da enzima timidina fosforilase com
as expressoes relativas dos fatores de transcricdo PDEF e ETV4, nos tecidos de
hiperplasia prostéatica benigna. A expresséo relativa da enzima timidina fosforilase e
a expressao relativa do fator de transcricio PDEF nos tecidos benignos
apresentaram um Coeficiente de correlacdo de Spearman’s moderado e igual a
0,351. A expresséo relativa da enzima timidina fosforilase e a expresséo relativa do
fator de transcricdo ETV4 nos tecidos benignos apresentaram um Coeficiente de
correlagdo de Spearman’s moderado e igual a 0,394. Nao houve diferenca
estatistica entre a expressao relativas desta enzima com o fator de transcricdo ETs
PDEF nos casos de hiperplasia prostatica benigna (p=0,067). E houve diferenca
estatistica significante entre a expressdo relativas desta enzima com o fator de
transcricdo ETs ETV4 nos casos de hiperplasia prostéatica benigna (p=0,035).

Houve correlacdo entre as expressoes relativas dos fatores de transcricdo PDEF e
ETV4, tanto nos tecidos de hiperplasia prostatica benigna (Grafico 3) como no
adenocarcinoma de préstata (Gréafico 4). A expressao relativa do fator de
transcricdo PDEF e a expressao relativa do fator de transcricdo ETV4 nos tecidos
benignos apresentaram um Coeficiente de correlacdo de Spearman’s muito forte e
igual a 0,918; e nos tecidos malignos apresentaram um Coeficiente de correlacédo de
Spearman’s fortemente igual a 0,600. Houve diferenca estatistica entre as
expressOes relativas destes fatores de transcricdo ETs nos casos de hiperplasia
benigna e nos casos de adenocarcinoma de préstata (p<0,001 e p=0,009,

respectivamente).
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Gréafico 3 — Correlacdo da expresséo relativa do fator de transcricido PDEF e a

expressao relativa do fator de transcricdo ETV4 nos tecidos benignos de préstata
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Gréafico 4 — Correlacdo da expresséo relativa do fator de transcricido PDEF e a
expresséo relativa do fator de transcricdo ETV4 nos tecidos de adenocarcinoma de

prostata
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4.2 RIM

Estabelecemos a expressao relativa das diferentes enzimas e fatores de transcrigéo
ETs do estudo (timidina fosforilase, uridina fosforilase-1, PDEF, ETV4) no tecido
tumoral de rim e tecido adjacente ao tumor de 14 pacientes, sendo 5 (35,7%) do
sexo feminino e 9 (64,3%) do sexo masculino, operados no Hospital Sdo Lucas da
PUCRS. Todas as amostras provinham de pacientes submetidos a nefrectomia
parcial ou radical. Nao conseguimos estabelecer a expressdo da enzima uridina

fosforilase-2 nas amostras de tecido benignorenal nem no CCR..

A média das idades dos pacientes foi de 57 anos (+/- 10,5). Na Tabela 4 pode-se
evidenciar as médias geométricas da expresséo relativa das diferentes enzimas do
estudo nas amostras de tecido renal benigno e maligno. Nao houve diferenga
estatisticamente significativa na expressao relativa das médias geométricas da
timidina fosforilase, uridina fosforilase-1, PDEF e do ETV4 nos tecidos benignos e

malignos.

Tabela 4 — Correlacdo entre a expressdo relativa das médias geométricas de
timidina fosforilase, uridina fosforilase 1, PDEF e ETV4 em amostras de tecido renal

benigno e maligno

TECIDO BENIGNO (n=14) TECIDO TUMORAL (n=14) P
Correlagdo de Spearman’s Correlacdo de Spearman’s
TIMIDINA 0,0091 0,0148 0,19
URIDINA-1 0,0329 0,0361 0,68
PDEF 0,0001 0,0001 0,59
ETV4 0,0067 0,0029 0,25

Timidina fosforilase:

Encontramos a expressao relativa desta enzima por RT-PCR em tempo real em
todas as amostras de tecido adjacente ao tumor (14/14; 100%) e em todas as
amostras de tumores renais (14/14; 100%) de todos os pacientes submetidos a

nefrectomia parcial e radical. A média geométrica da expressao relativa da timidina
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fosforilase nas amostras de tecido adjacente ao tumor foi de 0,0091 e a média
geométrica da expressdo desta enzima nas amostras de tumores renais foi de
0,0148. A expressao relativa da média geométrica desta enzima no tumor renal foi
62% maior que a expressao relativa da média geométrica da enzima no tecido
adjacente ao tumor. Nao houve diferenca estatistica entre as médias geométricas da
expressao relativa desta enzima nos tecidos benigno e tumoral (p=0,19; Tabela 4 e
Gréfico 5).

Nos casos de carcinoma de células claras de rim, ndo houve correlacdo entre a
expresséo relativa da timidina fosforilase e o grau de Fuhrman

A expresséao relativa da enzima timidina fosforilase e a Classificagdo TNM nos casos
de carcinoma de células renais apresentaram um Coeficiente de correlacdo de
Spearman’s fortemente igual a 0,547. Houve diferenca estatistica entre a expressao
relativa desta enzima com a Classificagdo TNM nos casos de CCR (p=0,043 Gréfico
6).
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Gréafico 5 — Correlagdo da expressdo relativa da média geométrica de timidina

fosforilase nos pacientes com carcinoma de células renais com o tecido adjacente
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Grafico 6 — Correlacdo entre a expressao relativa da enzima timidina fosforilase
e a Classificacdo TNM
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Uridina fosforilase 1:

Encontramos a expressao relativa desta enzima por RT-PCR em tempo real em
todas as amostras de tecido adjacente ao tumor (14/14; 100%) e em todas as
amostras de tumores renais (14/14; 100%) de todos os pacientes submetidos a
nefrectomia parcial e radical. A média geométrica da expresséao relativa da uridina
fosforilase 1 nas amostras de tecido adjacente ao tumor foi de 0,0329 e a média
geométrica da expressao relativa desta enzima nas amostras de tumores renais foi
de 0,0361. A expressao relativa da média geométrica desta enzima no tumor renal
foi 10% maior que a expresséao relativa da média geométrica da enzima no tecido

adjacente ao tumor. Nao houve diferenca estatistica entre as médias geométricas da
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expressao relativa desta enzima nos tecidos benigno e tumoral (p=0,68; Tabela 4 e
Gréfico 7).

Nos casos de carcinoma de células renais, ndo houve correlacdo entre a expressao
relativa da uridina fosforilase 1 e o grau de Fuhrman. A expressao relativa da enzima
uridina fosforilase e a Classificacdo TNM nos casos de carcinoma de células renais
apresentaram um Coeficiente de correlacdo de Spearman’s negativo, muito forte e
igual a -0,721. Houve diferenca estatistica entre a expressao relativa desta enzima

com a Classificacdo TNM nos casos de CCR (p=0,004; Gréfico 8).

Gréfico 7 — Correlagdo da expressao relativa da média geométrica de uridina
fosforilase 1 nos pacientes com carcinoma de células renais com o tecido adjacente
ao tumor
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Gréafico 8 — Correlacdo negativa entre a expressdo relativa da enzima uridina
fosforilase 1 e a Classificagdo TNM
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PDEF:

Encontramos a expresséo relativa deste fator de transcricdo ETs por RT-PCR em
tempo real em 11 das amostras de tecido adjacente ao tumor (11/14; 78,6%) e em
13 amostras de tumores renais (13/14; 92,8%) de todos os pacientes submetidos a
nefrectomia parcial e radical. A média geométrica da expressao relativa do PDEF
nas amostras de tecido adjacente ao tumor foi de ~0,0001 e a média geométrica da
expressao relativa do PDEF nas amostras de tumores renais foi de ~0,0001. A
expressao relativa da média geométrica deste fator de transcricdo no tumor renal foi
39% maior que a expressao relativa da média geométrica deste fator de transcrigdo

no tecido adjacente ao tumor. Nao houve diferenga estatistica entre as meédias
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geométricas da expressdo relativa deste fator de transcricdo ETs nos tecidos
benigno e tumoral (p=0,59; Tabela 4 e Gréafico 9).

Nos casos de carcinoma de células renais, ndo houve correlacdo entre a expressao
relativa de PDEF e o grau de Fuhrman. Dentre os casos de carcinoma de células
renais, ndo houve correlagdo entre a expresséo relativa de PDEF e o estadiamento

do tumor.

Gréafico 9 — Correlacdo da expresséao relativa da média geométrica de PDEF nos
pacientes com carcinoma de células renais com o tecido adjacente ao tumor
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ETVA4:

Encontramos a expresséo relativa deste fator de transcricdo ETs por RT-PCR em
tempo real em todas as amostras de tecido adjacente ao tumor (14/14; 100%) e em
12 amostras de tumores renais (12/14; 85,7%) de todos os pacientes submetidos a
nefrectomia parcial e radical. A média geométrica da expressao relativa do ETV4
nas amostras de tecido adjacente ao tumor foi de 0,0067 e a média geométrica da
expressdo relativa do ETV4 nas amostras de tumores renais foi de 0,0029. A
expressao relativa da média geométrica deste fator de transcricdo ETs no tumor
renal foi 56% menor que a expressao relativa da média geométrica deste fator de
transcricdo ETs no tecido adjacente ao tumor. Nao houve diferenca estatistica entre
as médias geométricas da expressao relativa deste fator de transcricdo ETs nos
tecidos benigno e tumoral (p=0,25; Tabela 4 e Grafico 10).

Nos casos de carcinoma de células renais, ndo houve correlacéo entre a expressao
relativa de ETV4 e o grau de Fuhrman. A expresséo relativa do fator de transcricao
ETV4 e a Classificagdo TNM nos casos de carcinoma de células renais
apresentaram um Coeficiente de correlacdo de Spearman’s negativo e forte (-
0,606). Houve diferenca estatistica entre a expressado relativa deste fator de
transcricdo com a Classificagdo TNM nos casos de CCR (p=0,037; Grafico 11).
Houve correlacao entre as expressoes relativas do fator de transcricdo ETV4 com as
expressoOes relativas da enzima uridina fosforilase, nos tecidos de carcinoma de
células renais. A expressao relativa do fator de transcricdo ETV4 e a expressao
relativa da enzima uridina fosforilase nos tecidos de CCR apresentaram um
Coeficiente de correlagdo de Spearman’s fortemente igual a 0,622. Ndo houve
diferenca estatistica entre as expressdes relativas deste fator de transcricdo ETs

com a enzima uridina fosforilase nos casos de CCR (p=0,031).
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Gréfico 10 — Correlacdo da expressao relativa da média geométrica de ETV4 nos

pacientes com carcinoma de células renais com o tecido adjacente ao tumor
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Grafico 11 — Correlacdo entre a expressao relativa do fator de transcricdo ETV4
e a Classificacdo TNM
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5 DISCUSSAO:

A técnica por noés escolhida para avaliar a expressao relativa das enzimas TP, UP 1
e 2 e os fatores de transcricdo (ETs) PDEF e ETV4 foi o RT-PCR em tempo real,
que ja € uma técnica padronizada no laboratorio, e que tem sido utilizada
clinicamente para a detec¢cdo de marcadores tumorais e para a analise da expressao
de pequenas amostras com uma capacidade de deteccdo na ordem de picogramas,
sendo bastante acurada. Em comparacdo a outros métodos como, por exemplo, 0
Northenbloting, o RT-PCR tem sido adotado universalmente devido a sua
superioridade com relacdo a rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade e
disponibilidade de instrumentacéo e reagentes (414), (415).

Neste estudo ndo encontramos correlacdo entre a média geométrica da expressao
relativa da TP entre os tecidos benigno e maligno no CaP nem no CCR, mesmo a
expressao relativa da média geométrica do tumor diferente da do tecido benigno.
Porém, a literatura relata que a expressdo de TP pode induzir a angiogénese e a
progressdo tumoral, como no cancer de proéstata, célon, pancreas, ovario, bexiga,
carcinoma de células renais, cancer de mama e gastrico (187), (206), (416), (417). A
superexpressao de TP também estad associada com invasdo celular e metasteses
em Varios tumores como: gastrico, colorretal, renal, pancreético, pulméo de células
ndo pequenas e ovario (187). Além de ser correlacionada com densidade
microvascular em quase todos os tumores de préstata (185).

Também n&o encontramos neste estudo a correlacdo entre a média geométrica da
expressao relativa da UP entre os tecidos benigno e maligno no CaP nem no CCR,
mesmo a expressao relativa da média geométrica do tumor ser maior que a do
benigno. Neste caso, a literatura relata que na avaliacdo das atividades de UP em
amostras de tumores como mama, colon, rim, pulmao, figado, ovario e intestino, em
relacdo ao tecido adjacente benigno, a UP foi de duas a trés vezes mais elevada em
tumores quando comparado ao tecido normal, e com significancia para tumores de
mama e colon (231), (232). Porém em outro estudo, ndo foi encontrado diferencas
nas expressoes de UP em tumores com relag&o ao tecido benigno (231), (418).
Encontramos uma correlagdo moderada entre PSA e TP nos tecidos tumorais de
prostata; e uma correlacdo moderada também entre PSA e UP nos tecidos
hiperplasicos prostaticos, porém sem significancia. O interessante € que o tecido

onde estas enzimas apresentaram uma maior expressdo € o mesmo tecido em que
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elas se correlacionam com o PSA. O que pode justificar é o fato do PSA poder estar
aumentado tanto na hiperplasia prostatica como no CaP e por isso as enzimas TP e
UP se correlacionaram com o PSA em tecidos diferentes, mas isso também
demonstra que existe alguma via ou mecanismo responsavel pela ligacdo entre
estas enzimas quando aumentadas com o PSA. Ao mesmo tempo, a utilizagdo do
PSA como forma de triagem para o CaP é complicada pelo fato dele também ser
produzido pelo epitélio benigno da prostata, na hipertrofia prostatica benigna e
infeccbes da prostata, isso resulta em limitacBes tanto em sensibilidade como em
especificidade (351), (419), (420).

A expresséo relativa da TP se correlacionar fortemente com a expressao relativa de
UP, tanto no tecido benigno como no tumoral de prostata (p<0,001 e p<0,008),
respectivamente), era esperado porque ambas sdo enzimas fosforilases e que
atuam na via de salvamento de nucleosideos (181).

No tecido benigno prostatico, a expressao relativa de TP também se correlacionou
moderadamente com a expressao relativa de PDEF e igualmente com ETV4, sendo
neste ultimo significante (p=0,035). Acreditamos que como o tecido hiperplasico &
benigno, ndo ocorreram alteracbes significativas nestas enzimas e fatores de
transcricdo ou os mesmos podem ser regulados por vias relacionadas neste tecido.
Nos CaP ndo encontramos correlacdo entre a expressao relativa de TP e graus do
escore de Gleason ou Classificagdo TNM, como a maioria dos estudos que nao
encontraram correlacdo entre o CaP e estagio ou grau do tumor com TP (227). No
entanto, no CCR houve uma correlacao forte e significativa (p=0,043). Em estudos
de imuno-histoquimica de cancer de colorretal, a expressdo de TP em células do
estroma foi associada com bom progndéstico; ja em cancer de mama foi associada a
mau prognostico (421-423). Provavelmente esta enzima varie de expressdo de
acordo com o tipo de tecido, como no caso de tumores infiltrados por macréfagos
que demonstram uma superexpressao de TP (424). J& a UP no CaP apresentou a
expressao relativa da média geométrica 63% ou 2,8 vezes menor em tumores T3
com relacdo a T1 e T2, (p=0,032); e no CCR a UP apresentou um coeficiente de
correlagcdo muito forte e negativo (p=0,004). Isso se deve ao fato que tumores T3 no
CaP possuem invaséo extra-prostatica, e no CCR se estende as grandes veias ou
invade a suprarrenal e os tecidos perirrenais, e a UP nado estd associada a nenhuma
atividade  angiogénica devido a limitada  atividade catalitica em
desoxirribunucleotideos (192), (240).
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Os fatores de transcricdo Ets sdo considerados alvos dificeis porque possuem pobre
atividade enzimatica, a regulacdo de seus genes alvo é complexa e existe nas
ligacbes uma ampla rede de proteinas parceiras e necessarias para as suas funcdes
(1). No entanto, encontramos correlacdo entre a média geométrica da expressao
relativa dos fatores de transcricdo ETs de PDEF e ETV4 entre os tecidos benigno e
maligno no CaP (p<0,001 e p<0,001, respectivamente). E a expresséo relativa da
média geométrica do PDEF foi 102 vezes maior no tecido maligno prostatico em
relacdo ao benigno, enquanto que no ETV4 foi 6,09 vezes maior no tecido maligno
prostético em relacdo ao benigno. Muitos artigos relatam que a expressao de PDEF
€ diminuida a medida que o tumor se torna mais agressivo e invasivo, se
correlacionando com estadiamento e grau tumoral, como no cancer de prostata,
mama, ovario e colon (261), (279), (283), (285), (288). Porém o inverso também é
demonstrado em céancer de préostata, mama e ovario, sendo sugerido até uma
atividade supressora de tumor para PDEF (261), (285), (326-329). O coeficiente de
correlacdo entre os dois fatores de transcricdo no tecido benigno prostético foi muito
forte com p<0,001, e o coeficiente de correlacao no tecido maligno prostatico foi forte
com p=0,009; isso comprova que ambos sao fatores de transcricdo multifuncionais e
gue podem atuar em vias que se correlacionam, como as das metaloproteinases que
leva a migracgéo, invasdo celular e metastases.

Uma observacao importante em relacdo ao PDEF é que os niveis de expressao do
MRNA e os niveis de proteina do mesmo, podem ndo se correlacionar, isto é, o
aumento da expressao do mRNA do PDEF embora preciso, pode néo refletir o nivel
de expressdo de proteina no laboratério ou em amostras clinicas (261), (425).
Estudos sugerem que ele seja regulado a nivel de transcricdo e pds-traducdo, além
da regulacdo via miRNAs (micro RNAS) que ja esta descrito na literatura (261),
(276), (285).

Também se sabe que a incidéncia de CaP relacionada com idade, raca, habitos
alimentares, poluicdo do meio ambiente e outros fatores podem levar uma maior
taxa de fusdo de genes (426). Ja € bem estabelecido que os fatores PEA3 estéo
envolvidos nos tumores de prostata e de Ewing, bem como em outros tumores,
como uma consequéncia de translocagdes cromossémicas por exemplo (262).

Entre as sinalizagbes chaves frequentemente desreguladas em CaP avancado, a via

de PI3-kinase e a do Ras séo as que estéo alteradas em 40% dos tumores primarios
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e em 90% dos tumores metastaticos, e a atividade combinatoria das duas
sinaliza¢cbes promove metastases de CaP através da ativacdo de ETV4 (427), (428).
Surpreendentemente, no CCR a correlacdo negativa do ETV4 com a Classifical¢éo
TNM foi forte e significativa (p=0,037), embora estudos com cancer de mama em
humanos, afirmam existir uma correlagao positiva entre a superexpressao de ETV4
com a superexpressdo de HERZ2/Neu, grau do tumor e alta recorréncia (262).
Contudo, outros dois estudos ndo acharam nenhuma correlacdo entre ETV4, cancer
de mama e efeitos adversos clinicos patologicos (262), (429), (430).

Como n&o ha um consenso ainda se ETV4 estimula ou reprime a via HER2/Neu, é
sugerido que a superexpressao de ETV4 pode substituir fatores ETs que sao mais
ativos a zona promotora do gene, ou o ETV4 poderia estar sequestrando
determinados co-ativadores e isso faria com que o gene HER2/Neu fosse reprimido
em vez de estimulado.

Como a UP e o ETV4 ambos fortemente correlacionaram-se de forma negativa e
significativa, consequentemente o ETV4 no CCR também se correlacionou forte e
significativamente de forma positiva com UP (p=0,031). Isso demonstra que a falta
ou diminuicdo de ETV4 leva a alguma alteracdo renal que repercute no
desenvolvimento de tumor, bem como a diminuigcdo de UP que deixa de atuar na
regulacdo homeostatica do rim ou uma maior producéo de uridina formada poderia
atuar de forma a danificar o rim.

Atualmente ndo ha um consenso para saber que gene de fusdo estd mais
correlacionado com CaP mais agressivo , ou se 0s tumores de prostata com
translocacdes sdo mais ou menos letais do que aqueles sem translocagbes (23),
(262). Essa falta de conhecimento também é questionada nos CCR.

Cabe salientar ainda que para o melhor entendimento destes mecanismos
moleculares, todos o0s procedimentos envolvidos, desde a coleta até o
processamento final, podem afetar a qualidade da amostra bioldgica (97).

Existem varias variaveis envolvidas que podem interferir nas diferentes fases do
estudo, como nas fases de aquisicdo pré-tecidual e pdés-tecidual. A primeira se
refere a variaveis durante o procedimento cirirgico, como: anoxia € mudancas no pH
local devido a anestesia, embolizacdo ou aglutinacdo de artérias, variacbes da
pressao arterial sistémica, e perda de sangue intra-operatdria . Todos representam
eventos de estresse que pode alterar o estado de fosforilacdo de varias moléculas,

como timidina fosforilase e uridina fosforilase, e induzir a ativacdo ou desativacao de
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vias moleculares. A manipulacdo é feita colocando-se a amostra 0 mais rapido
possivel em frasco estéril e com liquido livre de DNase, sob condi¢cdes de gelo; a
temperatura € muito importante e o armazenamento deve ser a -80°C apés a
amostra ser congelada em nitrogénio liquido, por exemplo. Isto assegura a
transcricdo dos genes e evita a degradacao do DNA e RNA (97).

Maiores estudos sé@o necessarios para definir o papel dessas enzimas e fatores de

transcricdo como potenciais alvos terapéuticos no cancer de prostata e rim.



131

CONCLUSOES:

A andlise da média geométrica da expressao relativa do mRNA das enzimas
TP e UP 1, e dos fatores de transcricdo PDEF e ETV4 em espécimes de
carcinoma de préstata e de hiperplasia prostatica benigna demonstrou que
ambas enzimas estdo muito frequentemente expressas tanto nos tecidos
tumorais quanto benignos da prostata. A enzima UP 2 ndo demonstrou
expressdo em ambos tecidos prostaticos.

As meédias geométricas da expressdo relativa do mRNA dos fatores de
transcricdo PDEF e ETV4 foram superiores nos tecidos tumorais com relacao
aos tecidos benignos nas amostras de prostata. Nao houve diferencas
significativas nas expressdes das enzimas TP, UP-1, entre os tecidos
tumorais (CaP) e os tecidos de hiperplasia prostatica benigna. A TP no tecido
benigno prostatico apresentou um acorrelacdo com PSA pré-operatério e a
UP 1 apresentou uma correlacdo com o PSA pré-operatério no tecido tumoral
prostético, ambos ndo foram significativos. PDEF e ETV4 ndo presentaram
correlacdo com PSA pré-operatorio. A enzima UP 1 foi a Unica a apresentar
uma correlacdo e de forma significativa com a Classificacdo TNM, sendo
menor em tumores T3 com relagdo a T2 e T1. As enzimas TP e UP 1 se
correlacionaram de forma significativa, tanto nos tecidos benignos como nos
tumorais de préstata. A TP também se correlacionou com PDEF de forma néo
significativa, e com ETV4 de forma significativa, ambos nos tecidos benignos.
E os fatores de transcricio PDEF e ETV4 se correlacionaram de forma
significativa em ambos os tecidos de prostata.

A andlise da média geométrica da expressao relativa do mRNA das enzimas
TP e UP- 1, e dos fatores de transcricdo PDEF e ETV4 em espécimes de
carcinoma de células renais e de tecidos adjacentes ao tumor demonstrou
gue ambas enzimas estdo muito frequentemente expressas tanto nos tecidos
tumorais quanto nos tecidos benignos do rim. A UP 2 n&o demonstrou
expressao em ambos tecidos renais.

As médias geométricas da expressao relativa do mRNA das enzimas TP e
UP1 e do fator de transcricdo PDEF foram superiores nos tecidos tumorais
com relacdo aos tecidos benignos nas amostras de rim, ao contrario do fator

de transcricdo ETV4 que foi maior no tecido benigno em relacdo ao tecido
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renal maligno. Nao houve diferencas significativas na expressao das enzimas
TP, UP 1 e fatores de transcricdo PDEF e ETV4, entre os tecidos tumorais e
os tecidos benignos renais. Houve correlacéo positiva da TP e ETV4 com a
Classificacdo TNM, e uma correlacdo negativa de ETV4 com a Classificacao
TNM, todas de forma significativas. A UP também demonstrou correlagéo

positiva e significativa com ETVA4.
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