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RESUMO

O céancer de prostata (CaP) é a neoplasia mais comumente diagnosticada entre
homens no ocidente. Embora tratamentos efetivos para a doenca localizada estejam
disponiveis atualmente, ndo ha terapia curativa para tumores metastaticos. Além
disso, os marcadores diagnédsticos utilizados na clinica ndo conseguem discriminar
totalmente a evolugdo diferencial da doenca. Desta forma, o conhecimento das
diferencas biolégicas entre tumores primarios confinados ao 6rgdo e metastases é
essencial para o desenvolvimento de novos marcadores e identificagcdo de alvos
terapéuticos. Neste estudo a andlise baseada na metodologia de HR-CGH
cromossOmico foi realizada para identificar alteracées de ganhos e perdas genémicas
em trés grupos de amostras: o grupo |, que compreende amostras pareadas de tumor
primario e respectivas metastases (11 casos); o grupo I, constituido de pacientes que
apresentaram seguimento clinico favoravel por mais de 10 anos (5 casos); e 0 grupo
I, constituido por diferentes biépsias do mesmo paciente (5 pacientes com 2 biépsias
cada). As amostras foram microdissecadas (amostras a fresco: a partir de laminas de
referéncia; em blocos de parafina: a laser) e apdés a obtencdo de DNA foram
amplificadas (amostras de arquivo: PCR-SCOMP) ou marcadas por nick-translation
para a realizagdo de HR-CGH. Os resultados de HR-CGH foram comparados com os
dados obtidos da analise de CGH-array num subgrupo de amostras e revelaram
concordancias significativas. Os resultados obtidos na presente investigacao
revelaram perdas dos cromossomos 1p, 2, 3q, 4p, 59, 7, 8, 99, 10q, 11q, 12q, 14q,
15q, 169, 179, 18q, 19, 20q e 22q em 80% dos casos avaliados. Além disso, perdas
em 17q11.2-25, por exemplo, foram detectadas exclusivamente nos tumores do grupo
| e nas suas metastases, e ndo nos tumores do grupo Il, sugerindo que esta alteracao
deve ser importante na indu¢do de um carater mais agressivo do tumor. A validagao
dos resultados de HR-CGH, e confirmados por CGH-array foi realizada pela andlise de
expressao génica pelo método de PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) em
cinco genes: ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e TOP2A, sendo os trés primeiros
supressores tumorais e os dois ultimos oncogenes. Foram avaliadas as expressoes
génicas em 74 amostras de CaP a fresco, 18 CaP de blocos de parafina, seis
hiperplasias nodulares de prostata (HNP), 19 margens cirargicas histologicamente
normais (tecido adjacente) e trés amostras de préstata normais obtidas de necropsias
(SVO). Para o gene ARID1A as analises mostraram que niveis normais ou diminuidos
da expressdo do gene estdo associados a maior risco de recorréncia bioquimica
(P=0,0223, OR=5,40, ICgs,,=1,26-23,05) e a diminuicao do tempo de sobrevida livre de
doenga (SLD) em comparagao com os pacientes com expressao aumentada do gene



(P=0,0131; HR=2,706; 1Cgs¢,= 1,320-10,70), sendo as medianas de SLD de 17 e de 72
meses, respectivamente. Esses resultados indicam que niveis normais ou diminuidos
do transcrito de ARID1A nos CaP estao relacionados com pior evolugéo clinica. Este
resultado estd em concordancia com os achados de perdas desta regido génica
detectadas nas analises de HR-CGH e CGH-array no grupo de pacientes do grupo I. A
andlise do gene MTSS1 mostrou associagao estatisticamente significativa entre niveis
mais baixos do gene e niveis mais altos de PSA pds-prostatectomia (= 0,2ng/mL)
(P=0,0376), sugerindo um papel deste gene na recidiva da doenga. Esses resultados
confrmam os achados de perda por CGH-array no grupo de amostras com
metastases. As analises da expressao do NME1 em relagdo aos parametros avaliados
neste estudo ndo revelaram resultados significativos, e, portanto, ndo validaram os
resultados encontrados por CGH-array e HR-CGH. E possivel, que outros genes
mapeados nesta regido possam estar envolvidos. Para o gene S100A4 os resultados
mostraram que o subgrupo de pacientes com niveis mais altos de expressao do gene
apresentaram associacao marginalmente significativa (P=0,048) com a presenca de
pelo menos um fator de pior prognéstico (escores de 1 a 5). Além disso, foi observada
associacao significativa (P=0,008) entre maiores niveis de expressdo do S7100A4 e
tumores com extensdo extra prostatica (P=0,020; OR=5,66, 1C95%=1,171-27,37).
Esses resultados sugerem que o0 aumento da expressdo de S700A4 estaria
relacionado a maior capacidade invasiva das células tumorais. Com relagdo ao gene
TOP2A, o presente estudo revelou o0 aumento de expressdo do gene em 84% das
amostras de CaP avaliadas, sendo que 41% delas apresentou alto nivel de expressao
(QR>10). Nossos resultados mostraram que o0s niveis mais altos de TOP2A nos
tumores primarios estdo associados aos maiores escores de Gleason, sugerindo que
este gene pode estar envolvido com o carater mais agressivo dos tumores de préstata.
Em conclusédo, nesse estudo os resultados das andlises de HR-CGH permitiu a
identificacdo de diversas regidbes cromossdmicas envolvidas em perdas e ganhos
gendmicos, refletindo a complexidade das alteracbes genéticas dos tumores de
préostata. Além disso, a analise de genes mapeados em algumas regides detectadas
como alteradas nos tumores, em especial os genes ARID1A e TOP2A, mostrou que
estes dois genes tém potencial para serem utilizados como marcadores diagndsticos
de tumores com carater mais agressivo, e com isso, permitir uma conduta clinica mais

adequada nestes casos.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the most commonly diagnosed non-cutaneous
malignancy and the second leading cause of cancer mortality in men from Occident.
Although effective treatments for the localized disease are available, there is no
efficient therapy for metastatic tumors. Additionally, clinical diagnostic markers are not
able to completely discriminate the differential evolution of the disease. The knowledge
of biological differences between localized primary tumors and metastasis can
establish new molecular markers and therapeutic targets. In this study, an analysis
based on HR-CGH methodology was performed to identify imbalances genomic in
three groups of samples: group |, paired samples of primary tumors and its metastasis
(11 cases); group I, patients that exhibited favorable follow-up over 10 years (5 cases);
and group lll, different biopsies from the same patient (5 patients with 2 biopsies each).
The tumor samples were submitted to microdissection procedures (fresh samples: from
reference slides; paraffin embedded samples: laser), DNA extracted and amplified
(archive sample: PCR-SCOMP) or labeled by nick-translation to HR-CGH. The HR-
CGH results were compared with data obtained from CGH-array analysis of a
subgroup of samples and revealed significant concordances. In the present
investigation, there were observed losses on chromosomes 1p, 2, 3q, 4p, 5q, 7, 8, 9q,
10q, 11q, 12q, 14q, 159, 16q, 179, 18q, 19, 20q and 229 in 80% of the cases. Losses
in 17911.2-25, for instance, were detected exclusively in tumor from group | and its
metastasis, but were not found in tumors from group Il, suggesting that this alteration
must be important in the progression of the disease. Five genes were selected after the
comparison between the HR-CGH and CGH-array data. The tumor suppressor genes
ARID1A, MTSS1, NME1 and S100A4 and TOP2A (oncogenes) were evaluated by
quantitative real time PCR (qRT-PCR). Gene expression pattern was evaluated in 74
samples of PCa, 18 paraffin embedded PCa, six prostate nodule hyperplasias (PNH),
19 histopathologicaly adjacent normal tissues and three samples from normal prostate
tissue obtained from necropsies (SVO). Normal or reduced expression levels of
ARID1A gene are associated with patients that presented higher risk of biochemical
recurrence (P=0,0223, OR=5,40, ICgs,,=1,26-23,05) and shorter survival disease-free
(SLD) in the comparison with high expression levels of this gene (P=0,0131;
HR=2,706; 1Cgs:,= 1,320-10,70), medians of SLD of 17 and 72 months, respectively.
These results indicated that normal or reduced levels of the transcript of ARID1A in
PCa are related with a worse outcome of the disease. The losses found by HR-CGH
and CGH-array involving this region detected in patients from group | confirmed the
results obtained by gRT-PCR for ARID1A. The MTSS1 expression analysis showed an



statistically significant association between reduced levels of transcript and PSA post-
prostatectomy = 0,2ng/mL (P=0.0376), suggesting its involvement with recurrence of
the disease. These results confirmed those detected by CGH-array in the group of
patients that presented metastasis. No significant associations were detected between
the NME1 expression level and clinical and histopathological parameters. It is possible
that other mapped genes in this region are involved in the disease. A marginally
significant association (P=0.048) was detected in a subgroup of patients showing
S100A4 higher expression levels and at least one worst prognosis parameter (scores
from 1 to 5). Furthermore, it was found a significant association (P=0.008) between
S100A4 high expression levels and tumors with extra-prostate invasion (P=0.020;
OR=5.66, 1C95%=1.171-27.37). The S100A4 increased expression levels could be
related to invasive phenotype in prostate tumoral cells. Eight four percent of PCa
evaluated presented high expression levels of TOP2A gene, 41% of them showed
QR>10. The TOPZ2A highest levels were associated with higher Gleason’s scores,
suggesting the involvement of this gene in more aggressive carcinomas. In conclusion,
HR-CGH analysis allowed the identification of the several chromosomal imbalances
reflecting the complexity of genetic alterations in prostate carcinomas. Additionally, the
genes selected for individual analysis, specially ARID1A and TOPZ2A genes, showed its
potential to be used as aggressiveness markers in prostate adenocarcinoma allowing a

more appropriate clinical conduct.
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INTRODUCAO

Cancer de Prostata

A préstata é um 6rgao glandular e fibromuscular, localizado no interior da
cavidade pélvica. Sob o ponto de vista anatémico, a prostata é formada por trés
zonas glandulares e pelo estroma fibromuscular (McNeal et al., 1988). A zona
de transicao envolve a uretra prostatica proximal e compreende 5% do tecido
glandular. A maioria das Hiperplasias Prostaticas Benignas (HPB), também
denominadas hiperplasias nodulares da préstata (HNP), e cerca de 20% dos
canceres de prostata (CaP) ocorrem nessa area. A zona central representa
aproximadamente 20-25% da massa glandular total da préstata e se encontra
envolvendo os ductos ejaculatérios. Aproximadamente 5 a 10% dos CaP estao
localizados nessa regido prostatica. A zona periférica € a de maior tamanho
situada posterior e lateralmente. Corresponde a regido apical da préstata,
envolvendo a zona central e compreendendo 70-75% do tecido glandular. A
maioria (70%) dos CaP e as Neoplasias Intraepiteliais Prostaticas (PIN) ocorre
nesta area. O estroma fibromuscular ocupa a superficie anterior da préstata e é
constituido principalmente de musculo liso.

Histologicamente a préstata é composta por glandulas tubulo-alveolares
arranjadas em l6bulos envolvidos por um estroma, contidos dentro da capsula
prostatica (LeDuc, 1939; Brandes et al., 1964). As glandulas sdo constituidas
por acinos e ductos prostaticos, formados por um epitélio glandular composto
por duas camadas celulares: basal e secretora. Os acinos e os ductos estao
imersos em uma matriz estromal, tecido fiboromuscular, vascular e conectivo. No
estroma é possivel distinguir dois tipos celulares distintos: os miofibroblastos e
as células musculares lisas. A camada basal do epitélio glandular é formada por
uma ou duas camadas de células basais localizadas entre a membrana basal e
a camada de células secretoras. Esta por sua vez é formada por uma camada
de células colunares que se projetam para o lumen glandular. Uma diferenca
entre estas duas camadas celulares é a expressdo do Antigeno Prostatico
Especifico (PSA) e da fosfatase acida que ocorre apenas nas células secretoras
(Grignon et al., 1988). A expressao do receptor de andrégenos ocorre nestas

duas camadas, a qual esta significativamente aumentada nas células
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secretoras. Outra diferenca entre estas duas camadas de células refere-se a
expressao de determinadas citoqueratinas que pode ser indicativa do grau de
diferenciacao das células epiteliais (Alberti et al., 2000).

Os céanceres de prostata sdo comumente subdivididos por sitios de
origem: acinar e de ducto proximal (adenocarcinoma, carcinoma mucinoso,
carcinoma cistico adendide, tumor carcinbide, carcinoma indiferenciado) ou de
ducto distal (carcinoma de célula transicional, carcinoma de célula escamosa,
carcinoma papilifero, carcinoma ductal com caracteristicas endometridides). A
estrutura acinar ou o ducto proximal da préstata sdo responsaveis pela origem
de 98% dos céanceres prostaticos (Hanks et al., 1993). A grande maioria dos
CaP é representada pelo adenocarcinoma acinar que constitui uma variante
histolégica com comportamento bioldgico e perfil genético molecular distintos
(Bostwick e Dundore, 1997).

As lesbes prostaticas sdo heterogéneas e de natureza multifocal. Essa
heterogeneidade encontrada a anadlise histologica € representada por uma
justaposicédo de glandulas benignas, focos pré-neoplasicos e neoplasicos que
variam em severidade.

O céancer de prostata (CaP) é a segunda causa de morte por cancer em
homens no Brasil. Dados de Incidéncia e Morte por Céncer estimam a
ocorréncia de 49.530 novos casos para o ano de 2008 (Brasil, INCA, 2008).
Como a maioria dos carcinomas de prdstata ndo apresenta sintomas clinicos
até estagios tardios de progressdao, quando as opcbes terapéuticas sao
limitadas, a busca por novas estratégias capazes de detectar precocemente o
CaP tem tido forte énfase nos ultimos anos.

Os fatores primarios utilizados como indicadores prognésticos do CaP
sao estadiamento, grau histolégico e PSA (Koff et al., 2005). Quando
diagnosticados, os adenocarcinomas de prostata sao classificados pelo sistema
TNM, que define o estadiamento tumoral, levando em consideracdo a extenséo
do tumor primario (T), a auséncia ou presenca e a extensao de metastase em
linfonodos regionais (N) e a auséncia ou presenca de metastase a distancia (M)
(Epstein et al., 2004) e pelo sistema de graduacao de Gleason, que considera a

diferenciacao histoldgica da neoplasia (Epstein et al., 2004).
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Neste sistema, o escore é dado baseado na soma dos dois focos
neoplasicos com graus mais prevalentes (exemplo: 3+3, 3+4) com uma
variagdo de 2 a 10. Tumores com baixos escores de Gleason geralmente sédo
menores em volume e tem baixo potencial metastatico, enquanto tumores com
altos escores tendem a ser maiores e apresentarem potencial metastatico
aumentado. O escore de Gleason pré-operatorio esta correlacionado com
indicadores importantes de extensdo da doenca, tais como envolvimento de
linfonodos e metastase a distancia (Gleason, 1977). Em termos de prognéstico,
0os escores 2-4 sao classificados como bem diferenciados; 5-6 como
moderadamente diferenciados; 7 como moderadamente para pobremente
diferenciados; e 8-10 como pobremente diferenciados. Um escore 7 de Gleason
pode, além disso, ser sub-classificado em [3+4] ou [4+3] e 0 pior progndstico
associado com [4+3] pode afetar a decisdo ao tratamento (DeMarzo et al.,
2003).

A dosagem dos niveis de PSA é considerada normal até 4,0 ng/mL e tém
se mostrado eficiente na detecgdo da doenga em estagios, nos quais, a terapia
com alto potencial de cura, prostatectomia radical, possa ser empregada.
Entretanto, ha criticas quanto a eficacia desse exame, as quais se referem a
sua inespecificidade em diferenciar o cancer de doengas benignas, como a
hiperplasia nodular de prostata e prostatites, e a existéncia de casos de CaP
com valores baixos de PSA, como por exemplo no caso de pacientes com
histéria familial para esta neoplasia e tumores hormbnio-independentes
(DeMarzo et al., 2007).

Apds prostatectomia radical os pacientes com CaP, normalmente
apresentam niveis de PSA proximos a zero, valores acima de 0,4ng/mL indicam
pior prognéstico e estdo associados a progressao da doenca metastatica,
entretanto, considera-se PSA 20,2 ng/mL como evidéncia de recorréncia
biogquimica na predicdo de metastases a distdncia em pacientes com
recorréncia local da doenca (Stephenson et al., 2006). O PSADT (PSA
doubling-time) tem se mostrado um método eficiente para aumentar a
sensibilidade do PSA em predizer o risco de recorréncia da doenca apos a
cirurgia. Este se trata de um célculo usando regressao linear logaritmica que
estima o tempo de duplicacdo do PSA em meses apos a cirurgia. Considera-se

20



gue quanto menor o PSADT, maior € a chance de recorréncia tumoral (Roberts
et al., 2001).

Segundo Partin et al. (1997), a combinacao dessas trés variaveis (PSA,
TNM e escore de Gleason) contribui significativamente para a predicao do
estagio patolégico, podendo se estimar o risco de recorréncia da doenca em:
baixo, moderado e alto risco, de acordo com as diretrizes estabelecidas pela
National Comprehensive Cancer Network (NCCN - Clinical Practice Guidelines
in Oncology, version 2. 2007).

Outra caracteristica com importancia prognostica é a capacidade do
tumor invadir as estruturas angiolinfaticas, a qual ndo é abordada pelo sistema
TNM. Antunes et al. (2006) avaliaram a relacado da invasao microvascular (MVI)
com outras caracteristicas patolégicas e sugerem seu uso como um fator
prognéstico independente em pacientes com CaP. Segundo os autores 11% de
428 pacientes com CaP submetidos a prostatectomia radical apresentaram MVI.
Desses, 44,6% apresentaram recorréncia enquanto apenas 20,2% dos
pacientes sem MVI tiveram recorréncia (p<0,001). Além disso, a MVI se
mostrou uma caracteristica prognéstica independente da recorréncia
bioquimica.

Embora estes parametros clinicos e histolégicos sejam Uteis na
classificacdo dos tumores prostaticos eles ndo sdo capazes de predizer quais
canceres orgao-confinados poderao progredir e quais permanecerao indolentes.
Baseado nisso e no fato de que a prostatectomia € um tratamento agressivo e
que afeta a qualidade de vida dos pacientes (Stanford et al., 2000; Steineck et
al. 2002), faz se necessario identificar marcadores prognésticos que possam
discriminar quais carcinomas prostaticos realmente requerem cirurgia ou
terapias poés-cirurgicas.

As alteracb6es gendmicas que caracterizam e presumivelmente dirigem a
transformacao neoplasica podem ser a chave para explicar a heterogeneidade
clinica dos CaPs. Dados preliminares sugerem que anormalidades
cromossémicas detectadas por analises de bandamento cromossdédmico ou
hibridacdo genémica comparativa (CGH) possuem valor prognéstico (Lundgren
et al., 1992; Alers et al., 2000).
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A CGH, em particular, € uma técnica de citogenética molecular que
permite a identificacdo de um amplo espectro de regides cromossdmicas
freqientemente afetadas por anormalidades gen6micas nao-balanceadas. Em
CaP, perdas dos bragos cromossémicos 8p, 13q, 6q, 10q, 16g e 18q € ganhos
de 7, 8q e Xq tem sido descritos por varios grupos (Visakorpi et al., 1995; Cher
et al., 1996; Alers et al., 2000; 2001; Fu et al., 2000; Mattfeldt et al., 2002;
Wolter et al.., 2002a; 2002b; Chu et al.., 2003; Teixeira et al.., 2004).

Dentre as vantagens desta metodologia, esta a possibilidade de
localizagdo de sequiiéncias em excesso ou ausentes no genoma tumoral, a
triagem para aberracdes nao balanceadas, a nao necessidade de preparagcdes
cromossémicas das amostras tumorais e a deteccao de dele¢des de 10-20 Mb
que nao podem ser distinguidas por bandamento G. Entretanto, este nivel de
sensibilidade é considerado relativamente baixo. Mais recentemente, avancos
na técnica de CGH permitiram a detec¢do de aneusomias de pequenas regides
cromossdmicas de até 3Mb (Kirchhoff et al., 1999). Simulagbées no software
usado na analise da CGH indicam que a resolucao teorica desta técnica permite
a deteccao de desequilibrios genémicos de até 2Mb (Kirchhoff et al., 2001;
Ness et al., 2002). Este procedimento é conhecido como CGH de alta resolugéo
(HR-CGH). O método baseia-se na deteccao das alteragdes usando o intervalo
de referéncia padrdo. Este intervalo varia com a média do intervalo de confianga
de 99,5% da razdo média de cada perfil de uma amostra teste comparada ao
intervalo de confianca de 99,5% da amostra de referéncia. Quando nao ha
sobreposicdo entre estes dois intervalos, a regido cromossdémica
correspondente é designada alterada. O intervalo de referéncia que adapta o
padrdao basico dos perfis de todas as andlises é automatizado para parear
perfeitamente as analises individuais. Schoumans et al. (2004) demonstraram
que a HR-CGH pode ser usada para detectar delecdes inferiores a 1,8Mb,
entretanto, em alguns casos rearranjos >5Mb ndo sdo detectados. Duplicagbes
heterozigotas sao mais dificeis de serem detectadas do que delecdes, pelo fato
de que a razdo verde:vermelho para as duplicagdes é 3:2 enquanto que para
delecdes € 1:2. Segundo os autores, a resolugcdao da CGH é variavel e pode
depender da regiao cromossémica envolvida. Variacoes nas condicoes da
hibridacdo, bem como a condensacao cromossdémica e a presenca de
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seqliéncias repetitivas, podem interferir na qualidade da CGH, ndo permitindo a
deteccao de determinadas alteragdes genémicas.

Alteracoes Genéticas e CaP

Uma variedade de relatos de alteracbes genéticas em carcinomas de
prostata detectada por diferentes metodologias evidencia algumas regides
cromossdmicas como nao casualmente envolvidas no inicio e progressao da
doenca. Alteracbes cromossémicas recorrentes foram relatadas envolvendo
perdas em 5q, 8q, 10p, 10q, 13q, 169, 17p, e Y e ganhos afetando os
cromossomos 7, 8q, 17p, 17q e Xqg (Brothman et al., 1991; Lundgren et al.,
1992; Micale et al., 1992; Arps et al., 1993; Alcaraz et al., 1994; Cher et al.,
1994; Macoska et al., 1994; Takahashi et al., 1994; Cher et al., 1995; Qian et
al., 1995; Visakorpi et al., 1995; Cher et al., 1996; Ittmann 1996; Konig et al.,
1996; Matsuura et al, 1996; Trybus et al, 1996; Webb et al, 1996;
Zitzelsberger et al., 1996; Kasahara et al., 2002; Steiner et al., 2002; Wolter et
al., 2002a; Chu et al., 2003).

As alteragbes mais relevantes em literatura compreendem aquelas
afetando os cromossomos 8 e 10. Uma variedade de relatos descreve
diferentes regides cromossdmicas no cromossomo 8 como ndo casualmente
envolvidas em carcinomas de prostata, incluindo perda de 8p12 (Huang et al.,
1996), 8p21-23 (Matsuyama et al., 1994; Visakorpi et al., 1995; Vocke et al.,
1996), 8p22 (Arps et al., 1993; Macoska et al., 1993; Matsuyama et al., 1994;
Huang et al., 1996; Wolter et al, 2002a), e em 8p (Beheshti et al., 2002;
Mattfeld et al., 2002; Steiner et al., 2002; Chu et al., 2003; Kraus et al., 2003).
Um estudo usando a metodologia de hibridacao genébmica comparativa em 45
amostras de CaP mostrou que a perda de 8p pode ser considerada como um
marcador de estadiamento do cancer de prostata. Esta alteracdo foi mais
comum em casos com maiores escores de Gleason (Chu et al, 2003). Em
adicdo, a trissomia do cromossomo 8 foi associada a maiores escores de
Gleason (Takahashi et al., 1994; Qian et al., 1995; Wolter et al., 2002a).
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A perda de 10q é observada em 50 a 80% dos CaP. No minimo dois
locos independentes parecem estar relacionados em 10923.1 e 10924-925
(Atkin e Baker, 1985; Lundgren et al., 1992; Arps et al., 1993; Chu et al., 2003).
Acredita-se que a perda de 10q € um evento tardio em relacdo a perda de 8p,
pois ocorre mais freqientemente em carcinomas do que em neoplasias
intraepiteliais, sdo mais freqlentemente observados em doenca metastatica
(Trybus et al., 1996) e em tumores mais avangados (lttmann, 1996). Entretanto,
a perda em 10q foi considerada um evento inicial na carcinogénese da proéstata,
principalmente por estarem presentes também em tumores localizados (Cher et
al., 1996; Trybus et al., 1996; Chu et al., 2003).

Varias alteracées genéticas foram selecionadas para representar
estagios especificos ou subgrupos da doenca. Ribeiro et al.(2006), baseados
em resultados de avaliagdes cromossOmicas, propuseram um modelo genético
de progressao para carcinogénese da préstata, no qual perdas de 8p e 13q sao
tidas como eventos iniciais e distintos, preferencialmente seguidas por ganho
de 8q e perda de 6q, 16 e 189. Em contrapartida, um conjunto de eventos
tardios leva a recorréncia e metastase de tumores de préstata, os quais seriam
geneticamente mais complexos.

Alguns genes foram relacionados com o CaP, como o HER-2, PAl e RAF
mapeados no cromossomo 7 (Vogel et al., 2001; Fu et al., 2006; Nishio et al.,
2006; Jorgenson et al., 2007), o gene RB envolvido em aproximadamente 50%
dos CaP (Cooney et al., 1996; Melamed et al., 1997; Li et al., 1998; Hill et al,
2005), o APC descrito em 20% dos tumores avangados (Brewster et al., 1994),
TP53, CHEK2 (Yang et al., 1996; Zheng et al., 2006), BRCA1 (Arason et al.,
1993; Langston et al., 1996; Fan et al., 2006) ou genes distais a ele (Cher et al.,
1994; Visakorpi et al., 1995), o TP27 (Macri e Loda, 1999; Tsihlias et al., 1999;
Shapira et all., 2006), o TP16 (Jarrard et al., 1999; Zhang et al.,2006a), o AR
(Visakorpi et al., 1995; Haapala et al., 2007), os genes relacionados a atividade
da telomerase (Sommerfeld et al, 1996; Zhang et al, 1998) e os genes
reguladores de apoptose, como o BCL2 (McDonnel et al., 1997; Revelos et al.,
2005), entre outros.

Os dados apresentados revelam uma grande heterogeneidade no perfil

de alteragcdes genéticas em carcinomas de prostata, no entanto nao foi
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identificado um evento genético especifico responsavel pelo desenvolvimento
inicial e progressado dos CaP (Sattler et al., 1999; Nupponen e Visakorpi, 2000;
Haapala et al., 2001; Steiner et al., 2002; Ribeiro et al., 2006).

Ha a necessidade de compreensdo dos fatores de risco envolvidos e do
conhecimento preciso da biologia dos canceres de préstata. Resultados atuais
de estudos moleculares sugerem que estas informacdes levardo a muitas
aplicagdes clinicas, incluindo a identificacdo de marcadores tumorais Uteis ao

diagnéstico, selecao de tratamento e prognéstico.

CGH Cromossomico, Cancer de Prostata e suas Metastases

O cancer de prostata normalmente se inicia com uma lesao pequena e
bem diferenciada. Entretanto, alguns carcinomas aumentam em tamanho e
progridem para lesdbes moderadamente diferenciadas e, posteriormente para
indiferenciadas podendo evoluir para metastases. No modelo classico de
formacao de metastases, células tumorais invadiriam vasos sangiineos e/ou
linfaticos atingindo a circulagéo e, a partir dai, se alojariam em outros érgaos
(Mostofi e Price, 1973; Herlyn and Malkowicz,1991; Woodhouse et al., 1997).

Estudos recentes tém demonstrado que a alteragdo na expressao de
genes pro-metastaticos ocorre ja nas fases iniciais do céancer de prostata,
juntamente com a expressdo anormal de genes que induzem ao crescimento do
tumor primario (Alberti, 2008). Outros estudos sugerem que a disseminacao a
distancia de células do tumor primario € um evento inicial no processo da
carcinogénese (Husemann et al., 2008). O desenvolvimento das técnicas para a
deteccdo e caracterizacdo de células tumorais, permitindo a analise de células
Unicas, principalmente da medula éssea e sangue periférico dos pacientes com
cancer, tem evidenciado que a medula éssea serviria como um “reservatério”
para diversos tipos de células tumorais (Pantel e Brakenhoff, 2004; Pantel e
Alix-Panabieres, 2007). Células provenientes do tumor primario ficariam
alojadas na medula éssea, de onde elas re-circulariam até atingirem érgaos
distantes com melhores condicbes para o seu crescimento. Essa via
recentemente sugerida para a formacao de metastases tem se baseado no fato
de que células tumorais foram detectadas no sangue periférico de pacientes
com cancer de mama meses apds a remog¢ao completa do tumor, o que indica
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que estas células poderiam estar re-circulando entre sitios metastaticos (Meng
et al., 2004; Muller et al., 2005).

Holcomb et al (2008) isolaram células epiteliais da medula 6ssea de
pacientes com cancer de prostata localizado (n=48) e com doenca metastatica
disseminada (n=11) e caracterizaram as alteragées gendémicas por CGH. Eles
encontraram multiplas alteracées de perdas e ganhos, incluindo perda de 8p e
ganhos de 8q e Xq, nas células dos pacientes com doenca metastatica. As
alteragdes identificadas nas amostras de medula 6ssea correspondiam as
detectadas nos respectivos tumores primarios e as alteracbes relatadas em
literatura para o cancer de préstata, evidenciando que essas células foram
disseminadas do tumor primario da prostata. Os autores sugeriram que perdas
de regides cromossdmicas contendo genes de adesdo celular confeririam a
capacidade de progressao para doenca metastatica.

Os sitios mais freqlientemente afetados por metastases dos carcinomas
primarios de prostata sédo linfonodos, ossos, pulmdes e, raramente, bexiga,
figado e cérebro (Dutt et al., 2000; Patel et al., 1989). Metastases testiculares
constituem um evento raro sendo encontradas mais freqientemente em
necropsias (0,02 a 2,5% das necropsias) ou incidentalmente apos
orquiectomias terapéuticas para doenca avancada. Os carcinomas prostaticos
raramente emitem metastase para o testiculo, havendo aproximadamente 200
casos descritos em literatura (Dutt et al., 2000).

Amostras provenientes de metdstases sdo extremamente limitadas
principalmente pelo fato, destes pacientes ndo serem submetidos a cirurgia
para exerese da metastase e, muitas vezes, nem mesmo por exames de
biopsias. Um dos primeiros relatos incluindo metastases € o de Cher et
al.(1996) que analisaram, pela CGH, 31 amostras de tecidos de dois grupos de
pacientes com CaP. O grupo | era constituido por 20 amostras de metastases
prostaticas (18 linfaticas pélvicas, coletadas durante a prostatectomia radical, e
duas Osseas). Os 18 pacientes com metastases linfaticas nao receberam
nenhum tratamento para o CaP prévios a cirurgia. Os dois pacientes com
metastases Osseas foram tratados um més antes da bidpsia por terapia de
privacao androgénica. O grupo Il era formado por 11 amostras, sendo quatro de
tumores primarios, 6 de tumores pélvicos recorrentes e uma de metastase do
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epitélio escrotal, de 11 pacientes que apresentaram progressao da doenca apés
longo tempo de terapia de privagdo de andrégenos. As alteragdes encontradas
nos dois grupos analisados foram similares, sugerindo que tumores
metastaticos nédo tratados apresentavam alteracdes cromossémicas
necessarias para a recorréncia ocorrida durante a privacao de andrégenos.

No segundo estudo publicado, Alers et al. (2000) avaliaram pela CGH
amostras de 56 pacientes (23 carcinomas primarios de prostata, 18 metastases
regional em linfonodos e 15 metastases a disténcia). Os autores encontraram
um alto nivel de amplificacées nas regides 1921, 1925 e Xq12-g23 em cancer
metastatico; um significante acumulo de alteragdes genéticas em metastases a
distancia, incluindo perda da regido 10924 e ganho de 7q11.2 e/ou 7q31.
Identificaram também ganho de 7pq e/ou 8q em metastases a distancia. Estas
alteracdes foram consideradas como discriminadoras genéticas potenciais entre
tumores primarios e metastaticos.

Zitzelsberger et al.(2001) estudaram, pela CGH, amostras de 17
pacientes. Em 16 pacientes foram avaliados os adenocarcinomas de prostata,
em 12/16 amostras de PIN e em 4/16 as metastases em linfonodos. Foram
incluidos no estudo trés glandulas nao-neoplasicas (adjacentes aos tumores
primarios) e outra amostra de metastase. Os autores relataram uma grande
heterogeneidade de perdas e ganhos cromossémicos, concordantes com dados
da literatura, e uma nova regido de perda em 4q foi descrita para os
adenocarcinomas. Os resultados indicaram que hd um acumulo de alteracdes
cromossémicas durante o desenvolvimento e progressdo do cancer e uma
origem precoce de aberragdes tumor-especificas em areas PIN.

Num estudo mais recente, Kraus et al. (2003) estabeleceram duas
linhagens celulares de células epiteliais derivadas da medula 6ssea de
pacientes com CaP, com a finalidade de realizarem novas estratégias de alta
resolugdo para delinear as alteragdes genéticas associadas a metastases. A
CGH cromossomica foi realizada simultaneamente com o DNA de um tumor
primario e com o respectivo DNA da linhagem celular, a fim de comparar as
alteracbées genéticas de ambos. Algumas alteracées foram similares para o
tumor primario e a respectiva linhagem celular, sendo as mais comuns as que

incluiam ganho de material de 3p e uma relativa baixa representacédo de 8p em
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relacdo a 8q. Esses resultados indicaram que as alteracbes cromossémicas
encontradas na linhagem celular ndo eram resultado das condi¢des de cultura,

mas eram derivadas diretamente do tumor primario.

CGH- arrays

O método de triagem de alta resolugdo, CGH baseado em microarrays
(CGH-arrays, CGH microarrays, CGH-matriz - aCGH), foi descrito em 1997
(Solinas-Toldo et al., 1997). Este procedimento tem implicagbes importantes
para a analise de genomas tumorais, para 0 desenvolvimento de
biomarcadores preditivos e na identificacdo de genes envolvidos na progressao
tumoral. A metodologia de aCGH permite a detecgdo quantitativa em alta
resolucédo das alteragdes no numero de copias em genomas tumorais (Bruder
et al., 2001; Hui et al., 2002; Hui et al., 2001; Pinkel et al., 1998; Veltman et al.,
2003; Snijders et al., 2003; Weiss et al., 2004; Kempski et al., 2006; Saramaki
et al., 2006; Jiang et al., 2008), possibilitando também associagcdes com
caracteristicas clinicos (Wilhelm et al., 2002; Weiss et al., 2004; Tornillo et al.,
2005; Lapointe et al., 2007). O principio metodolédgico é semelhante ao da CGH
cromossémica, entretanto, supera suas limitacbes de resolucao pelo uso de
clones imobilizados em uma Iamina de vidro em posi¢cdo bem definida. Este
aumento de resolugcdo da técnica permite o aumento na deteccdo de néo-
balanceamentos genémicos em comparacdo com a CGH cromossémica
(Rogatto e Rainho, 2004).

Como os clones contém informagbes das sequéncias que podem ser
diretamente conectadas com bancos de dados genbémicos, podem-se obter
informacdes de genes particulares mapeados nas regides envolvidas.
Alteracbes de numero de copias detectadas por CGH-array faciltam a
identificacdo de genes responséaveis pelo cancer, bem como doencgas genéticas
relacionadas a sequéncia (Veltman et al., 2002; Albertson e Pinkel, 2003;
Mantripragada et al, 2004, Shaffer e Bejjani, 2006; Shaffer e Bui, 2007;
Andrieux, 2008; Davidsson et al., 2008; Slavotinek et al., 2008).

Para o nosso conhecimento, até o momento ha 20 relatos em literatura
usando CGH-array em adenocarcinomas de prostata (Clark et al., 2003; Kraus
et al., 2003; Hermans et al., 2004; Paris et al., 2004; 2005;Wolf et al., 2004;
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2005; van Dekken et al,, 2004; Yano et al, 2004, Brookman-Amissah et al.,
2005; van Duin et al., 2005; Chaudhary e Schimdt, 2006; lljin et al., 2006;
Verhagen et al., 2006; Saramaki et al., 2006; Liu et al., 2006; Vukovic et al.,
2007; Wicker et al., 2007; Lapointe et al., 2007; Jiang et al., 2008). A Tabela 1
apresenta um resumo dos relatos publicados, as diferentes plataformas

utilizadas e os métodos de validacao empregados em cada um desses estudos.

Tabela 1. Relatos publicados em céncer de préstata usando CGH-arrays, as diferentes

plataformas e as metodologias de validagdo empregadas em cada estudo.

Autores Plataforma usada Amostras Validagao
cDNA - 5603 sequéncias .
Clark et al., 2003 ) Linhagens PC3, DU145, LNCaP Southern blot
conhecidas
CGH
BACs, PACs e Pl contendo 2464 L
Kraus et al., 2003 . Linhagens PC-E1 e PC-r1 cromossomico,
seqiéncias
M-FISH
11 CaP
Hermans et al., 2004 BAC contendo 2400 seqiiéncias  Linhagens PC3, LNCaP, DU145 e Alelotipagem
TSU
van Dekken et al., 2004 BACs - 2400 clones 10 CaP de arquivos Nd
LOH, CGH
Yano et al., 2004 BACs e PACs - 287 clones 11CaP L
cromossOémico
RT-PCR em
Paris et al., 2004 BAC — 2460 clones 64 CaP
tempo real
Linhagens PC3, DU145, LNCaP e CGH

Wolf et al. ,2004

16K cDNA array

CWR22R

cromossoémico

Kattan
Paris et al., 2005 BACs — clones 64 CaP
nomograma
4 CaP
van Duin et al., 2005 BAC com 702 contigs em 8q ) FISH
Linhagem PC3
Microarrays

Wolf et al., 2005

cDNA - 16K sequéncias

Nd

para regides
NMD

Brookman-Amissah et al.,
2005

BACs 5800 clones

Linhagem de CaP derivada de um
paciente e epitélio benigno

Marcadores de
microssatélite

FISH e

Verhagen et al., 2006 BACs - 2600 clones 40 CaP )
alelotipagem
LinhagensLNCaP, PC3, DU145,
qT-PCR e
Saramaki et al., 2006 16K cDNA array 22Rv1 e LAPC4 FISH
13 CaP
Chaudhary e Schimdt, 2006  BACs - 2632 clones Linhagem DU145 qT-PCR
lljin et al., 2006 . . 19 CaP avangados e Linhagens
Oligonucleotideos CGH44A e
VCaP, 22Rv1, DU145, LNCaP, e RT- PCR

44B (Agilent Tecnologies)

PC3
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SNPs (single nucleotide
) i 22 CaP e 22 amostras pareadas de
Liu et al., 2006 polymorphisms) - 100K Nd

. . tecido ndo-neoplasico
(Affymetrix GeneChip)

Linhagens DU145, PC3, LNCaP,e  SKY e mBAND

Vukovic et al., 2007 Spectral genomics arrays
duas culturas 1532T e 1542T

1 Mb whole-genome BAC e
Wicker et al., 2007 Oligonucleotideos CGH44B 19 CaP Nd
(Agilent Tecnologies)

) 55 CaP e 9 metastases em
Lapointe et al., 2007 cDNA - 22 K . o FISH
linfonodos pélvicos

48 CaP e 9 amostras de prostata RT-PCR em

Jiang et al., 2008 cDNA - 14K . L
nao-neoplasicas tempo real

Nd: informagbes ndo disponiveis.

Estudos de alteragcbes no numero de copias em CaP identificaram
diversas regides freqientemente alteradas no genoma e levaram a identificagao
de importantes genes supressores tumorais e oncogenes. Alguns exemplos
incluem o gene PTEN na regiao deletada 10923 (Li et al., 1997), ATBF1 na
delecao 16922 (Sun et al., 2005), KLF5 na delecao 13g21 (Chen et al., 2003),
AR no ganho de Xqg12 (Visakorpi et al., 1995), e MYC no ganho em 824
(Jenkins et al., 1997). No entanto, outros genes supressores tumorais e
oncogenes existem nas regides freqientemente alteradas e contribuem para a
vantagem seletiva das células tumorais. Além disso, ndo foram identificados
genes especificos em outras regides comumente deletadas, provavelmente
devido a combinacédo de tamanhos relativamente grandes das regides afetadas
e/ou efeitos relativamente pequenos dos genes.

Varios métodos permitiram a identificacdo de alteragdes de numero de
cépias do DNA em CaP nos ultimos 20 anos. No entanto, as diferentes
resolucdes dos métodos testados, o tamanho amostral, o tipo histolégico e fonte
(tumores primarios/localizados, tumores metastaticos/recorrentes, linhagens
celulares) tornam dificil a compreensédo e a interpretacdo dos resultados e,
conseqlientemente, sua aplicagéao na pratica clinica. Contudo, varios candidatos
a biomarcadores moleculares tém resultado destes estudos e alguns deles com
grande potencial para aplicacdo ao diagndstico, prognostico e resposta a
tratamento.

Sun et al. (2007) fizeram uma revisao de todos os estudos publicados
(até abril de 2006) no banco de dados PubMed que avaliaram alteracoes
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gendmicas por CGH em cancer de préstata. A maioria desses estudos utilizou a
metodologia CGH cromossémico e menos de 8% avaliaram os tumores por
CGH-array. Foram incluidos 41 estudos, com 872 tumores de prostata numa
analise combinada para estimar a freqiéncia das alteracbes em céanceres
avancados e localizados. A freqiiéncia de perdas ou ganhos foi estimada para
cada uma das 850 bandas baseando-se no numero de tumores que tinham
perdas ou ganhos entre todos os tumores examinados. Enquanto a regido
cromossdmica 8p foi a mais comumente envolvida em perda, ocorrendo em
aproximadamente um ter¢co de todos os tumores e em metade dos tumores
avancados, 8q foi a regido mais comum de ganho, afetada em cerca de um
quarto de todos os tumores e em metade de todos os tumores avangados. A
segunda e a terceira regides de perdas mais frequentes foram 13q e 6q e a
segunda regiao de ganho mais frequente foi 7q, envolvida em cerca de 10% de
todos os tumores e em aproximadamente um quarto dos tumores avangados.
Segundo os autores, os resultados dessa analise evidenciando as regides
cromossdmicas mais freqientemente envolvidas em perdas ou ganhos nos
diferentes estudos avaliados, sugerem que essas regides devem ser priorizadas

na busca por genes supressores tumorais e oncogenes no CaP.
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OBJETIVOS

Analisar o perfil de ganhos e perdas gendmicas pela metodologia de
HR-CGH em trés diferentes grupos: grupo | — tumores primarios e
metastases (dos mesmos pacientes); grupo Il - amostras de pacientes
com seguimento clinico superior a 10 anos e sem evidéncia de
recorréncia e ou metastase; grupo Ill — avaliar a heterogeneidade

genética em diferentes focos tumorais de um mesmo paciente;

Comparar os resultados da HR-CGH com os de CGH-array (metodologia
empregada em um outro estudo da equipe, realizada em um subgrupo destas
amostras) em tumores primarios e metastases e nas amostras do grupo Il para

identificar regibes genémicas candidatas a marcadores de metastase;

Validar genes candidatos envolvidos em perdas e ganhos consensos,
utiizando a metodologia RT-PCR quantitativa em tempo real ou

imunohistoquimica

Comparar e correlacionar os resultados da pesquisa com os dados clinicos,
histopatologicos e de seguimento clinico.

31



MATERIAL E METODOS

Caracterizacao da amostra

As amostras utilizadas nesse estudo foram obtidas do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu, SP, com a colaboragéao do Dr. José Carlos
Souza Trindade Filho, Departamento de Urologia e do Dr Jodo Lauro Vianna de
Camargo, Departamento de Patologia. O tempo de seguimento clinico dos pacientes
variou de um més a treze anos. Todas as amostras desse estudo foram coletadas
antes do paciente receber qualquer tratamento hormonal ou radioterapico. Este projeto
foi aprovado pelo CONEP (Parecer 304/2000, Anexo) e todos os pacientes ou
familiares assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que se encontram

nos arquivos do Hospital.

Para a andlise de HR-CGH as amostras foram divididas em trés grupos
(Tabela 2). O grupo | compreende amostras pareadas de tumor primario e metastase
do mesmo paciente (11 casos). Todos estes casos apresentaram metastase ao
diagnéstico. O grupo Il é composto por casos que apresentaram seguimento clinico
favoravel por mais de 10 anos (5 casos). O grupo Ill € composto por focos tumorais
coletados de diferentes localizagdes prostaticas do mesmo paciente submetido a
prostatectomia radical e com curto periodo de seguimento clinico (5 pacientes com 2

amostras cada).

Na andlise de validacdo de genes candidatos (investigacdo da expressao de
transcritos pela RT-PCR quantitativa em tempo real) foram utilizadas 75 amostras
tumorais a fresco (provenientes de prostatectomia radical), 19 amostras de tecidos
normais adjacentes ao tumor (margem cirurgica), seis casos de hiperplasias nodular
de prostata (HNP), duas amostras de tecido prostatico normal obtidas de necropsias
de homens com idade inferior a 49 anos. Além disso, foram obtidas 18 amostras de
carcinoma de préstata fixadas em parafina. Na Tabela 3 estdo apresentadas as
amostras incluidas neste estudo e as caracteristicas clinicas e histopatolégicas dos
pacientes.
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Processamento do Tecido

Amostras congeladas

As amostras a fresco de carcinomas prostaticos, primarios e nao tratados,
coletadas e armazenadas a -80°C foram microdissecadas manualmente. A partir de
cortes de congelagdo sequenciais de 5 ym, realizado em criostato (Leica), foram
preparadas laminas como referéncia, sendo coradas com hematoxilina e eosina (HE).
Utilizando-se microscopio 6ptico delimitou-se a area de maior concentragao de células
tumorais (>80%) e sob lupa estereoscopica se deu a microdisseccdo. A primeira e a
dltima lamina resultantes da porcdo da regido microdissecada foram coradas com

hematoxilina-eoxina para avaliagdo da consisténcia entre ambas.

Para a andlise de gqRT-PCR as amostras congeladas foram microdissecadas
apo6s ser delimitada a regido de maior concentracao de células tumorais (>80%) nas
laminas de referéncia (coradas com HE). Para que o material permanecesse
congelado, foi utilizado nitrogénio liquido durante o procedimento. Utilizou-se laminas
de corte novas (Disposable Microtome Blades - Leica) e material estéril (pingas, placas
de Petri, tubos de 1,5mL) para a manipulacao dos tecidos.

Amostras de arquivo em blocos de parafina

Além das amostras a fresco, foram incluidas amostras de arquivo em blocos de
parafina na analise de HR-CGH, as quais foram microdissecadas a laser. As amostras
incluidas em parafina passaram por cortes histolégicos de 5-10 um para a confeccao
de laminas. Os cortes foram entdo microdissecados a laser para selecao e captura de
500-2000 células tumorais, com a utilizacdo do aparelho Pix Cell Il Laser Capture
Microdissection (Arcturus, Inc., Califérnia, EUA), pertencente ao Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina — UNESP Botucatu, com a colaboragao da Dra.
Maria Luiza Cotrim Sartor de Oliveira.

As amostras de arquivo em blocos de parafina (Tabela 3) utilizadas na
validagdo por qRT-PCR foram microdissecadas manualmente com a utilizagdo de
punchs estéreis de 4-5mm de didmetro de acordo com o tamanho da area tumoral.
Laminas contendo cortes histolégicos de cada bloco foram avaliadas e sendo
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selecionados apenas os blocos que continham uma concentragédo de area tumoral
maior que 5 mm de didmetro e, nessa &rea, a prevaléncia de mais de 70% de células
tumorais. De cada regido microdissecada (fragmento) foi dado o escore de Gleason,

sendo este o constante na Tabela 3.

Métodos utilizados na analise de HR-CGH

Extracao de DNA

O tecido tumoral microdissecado e o resultante da microdisseccao a laser,
aderido ao Cap Sure, foram colocados em tubos de microcentrifuga. O DNA foi entao
extraido segundo o procedimento de lIsola et al, (1994) com modificacbes.
Brevemente, os cortes microdissecados foram submetidos a retirada da parafina com
xilol, lavagem em &lcool, e em seguida incubados em tampéo de digestdo (10 mM Tris
pH 8,3; 1 mM EDTA; 0.5% Tween 20; 500 ug/mL de Proteinase K) durante 12 horas a
37°C. Os tubos com as amostras microdissecadas a laser foram invertidos para
permitir a acdo dos tampdes de digestdo, procedeu-se a centrifugacdo e entdo o cap
foi removido e observado para verificar a permanéncia de células ndo-digeridas.

Em seguida, a enzima foi inativada por aquecimento a 95°C durante 10
minutos. O DNA foi extraido utilizando-se 1mL de solugao de fenol saturado, seguido
de 1mL solucdo de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e por fim 1mL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1).0 sobrenadante final foi transferido para outro
tubo onde foi feita a precipitacdo do DNA adicionando-se etanol absoluto gelado e
acetato da aménio 7M que permaneceu durante a noite a -20°C. Apds centrifugacao a
14.000 rpm por 20 minutos o precipitado obtido foi dissolvido e quantificado em
espectrofotdmetro (Nanodrop Technologies, USA).

SCOMP (Single Cell Comparative Genomic Hybridization)

O DNA obtido (300-1200ng) foi diretamente utilizado na metodologia de
SCOMP. As reacgdes de clivagem com a endonuclease de restricdo Msel, ligagdo dos
adaptadores e primeira amplificacdo pela PCR foram realizadas no mesmo tubo para
prevenir a perda de fragmentos genémicos. Inicialmente, o DNA foi submetido a
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clivagem com 24U da endonuclase de restricdo Msel (alta concentragcao, New England
Biolabs), em tampéao universal (10mM de Tris-acetato pH 7.5, 10mM de acetato de
magnésio, 50mM de acetato de potassio) a 37°C durante 3 horas. A enzima foi
inativada a 65°C durante 5 minutos.

Em um tubo separado, os adaptadores foram formados pelo pareamento dos
oligonuclotideos LIB1 (5-AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT-3") e ddMsel (5"-
TAACTGACAGCdd-3"). Uma solugéo contendo 15nM de cada oligonucleotideo em
tampao universal foi submetida a um gradiente decrescente de temperatura de 65° a
15°2C (1 minuto por °C). Apds o pareamento dos oligonucleotideos adaptadores, foram
adicionados 1uL de dATP 10mM e 5U de T4 DNA ligase (Invitrogen — Life
Thecnologies). Esta mistura foi transferida ao DNA tratado com a endonuclease Msel
e incubada a 15°C por 12 horas.

Apos a ligagdo dos adaptadores, utilizou-se o kit Expand Long PCR System
(Roche) para a amplificacdo primaria. A reagéo foi realizada em um volume final de
41uL contendo 2.5mM de cada dNTP, 3,0uLde Expand Long Template buffer 1, 1.0uL
Expand Long Template Pol. Mix 3,5U/uL e 35uL de &gua ultra pura estéril. A
amplificacao foi realizada em um termociclador programavel PTC 200 (MJ Research) e
consistiu de 1 ciclo de 68°C por 3 minutos; 15 ciclos de 94°C por 40 segundos, 57°C
por 30 segundos e 68°C por 1 minuto e 30 segundos com 1 segundo adicional/ciclo; 8
ciclos de 94°C por 40 segundos, 57°C por 30 segundos com 1 segundo adicional/ciclo
e 68°C por 1 minuto e 45 segundos com 1 segundo adicional/ciclo; 22 ciclos de 94°C
por 40 segundos, 65°C por 30 segundos, 68°C por 1 minuto e 53 segundos com 1
segundo adicional/ciclo e 1 ciclo de 68°C por 3 minutos e 40 segundos. Os produtos
amplificados foram purificados usando o QIAquick PCR Amplification Kit (QIAGEN).

Incorporacao de Nucleotideos Marcados

Dois pL do produto purificado de cinco dessas amostras foram utilizados como
molde numa segunda reacdo de amplificagdo para marcagdo dos fragmentos. As
condicbes de reacdo foram de 3.0uLde Expand Long Template buffer 1, 6.0uL do
oligonucleotideo LIB1 10uM, 8.75mM de 7/8 Nucleotide Mix 10mM de cada dGTP,
dATP e dCTP, 5mM de dTTP e 1,75uL de digoxigenina 11-dUTP (para o DNA de
referéncia) ou biotina 16-dUTP (para o DNA teste). As condicbes de amplificacao

foram de 1 ciclo de 94°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos, 72°C por 2 minutos; 10
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ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos com 20
segundos adicionais/ciclo.

O oligonucleotideo LIB1 foi removido pelo tratamento com a enzima de
restricdo Trul, conforme as instrugbes recomendadas pelo fornecedor. A enzima foi
inativada a 65°C por 3 horas. Aliquotas contendo 8ug de DNA teste (marcado com
biotina 16-dUTP) e 8ug do DNA de referéncia (marcado com digoxigenina 11-dUTP)
foram co-precipitadas na presenca de Human Cot-1 DNA e de DNA de esperma de
salmao. Foram adicionados 10uL de acetato de sédio 3M e 400uL de etanol absoluto
gelado. O tubo foi mantido a -20°C durante 12 horas ou, alternativamente, a -70°C
durante 1 hora. Ap6s centrifugacdo a 14000 rpm, 4°C durante 45 minutos, o

precipitado foi lavado em etanol a 70%, centrifugado e seco a temperatura ambiente.

Hibridacao Genémica Comparativa de Alta Resolucao (HR-CGH)

Os DNAs foram dissolvidos em 30uL de Hybrisol VII a 75°C por 15 minutos e
mantidos a 37°C por, no minimo, 1h para pré-anelar.

Para o preparo das laminas, foram separadas aquelas com metafases obtidas
a partir da cultura de linfécitos (Moorhead et al.,, 1960), de boa qualidade, sem
sobreposicdes e idade aproximada de 30 dias estocadas em temperatura ambiente.
As laminas foram desidratadas em etanol 70%, 80% e 90% por 5 minutos cada, e
secas em temperatura ambiente. Apds a secagem das laminas incubou-se em 10%
pepsina e 0,01N HCI a 5min (37°C). As laminas foram transferidas em 2XSSC por 5
min (37°C), seguidas de desidratacdo em série de etanol 70%, 80% e 90%.
Incubaram-se as preparagdes cromossdmicas em 70% formamida/2XSSC durante 2
minutos a 72°C para desnaturagdo. Apos a desnaturagao, transferiu-se imediatamente
para uma série de etanol 70%, 80% e 100% gelado por 5 minutos cada. A hibridagéo
se processou apés a secagem da lamina pela adicdo da sonda em laminula, aplicagao
sobre a lamina, vedacao com rubber cement e incubacdo em camara escura a 37°C
por 72 horas. Posteriormente se processou a lavagem em formamida 50%/2XSSC por
5 minutos, duas vezes a 45°C (solugao pré-aquecida). Bloqueio com 20uL de Block |
(0,1M Tris HCL; 0,15M NaCl; 0,5%BSA — Boehringer, Mannheim, Germany) e 20uL de
TNB (0,1% Tween 20; 3%BSA; 4XSSC) por 30 minutos a 37°C (camara escura). O
DNA biotinilado foi detectado utilizando avidina-fluoresceina isotiocianato (FITC)

(Roche), enquanto o DNA com a digoxigenina foi detectado pelo uso de anti-dig-
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rodamina (Boehringer Mannheim, Germany), na proporcédo de 9:1. As laminas foram
sobrepostas com laminula e incubadas em camara escura durante 30 minutos a 37°C.
Procedeu-se a lavagem em 2XSSC/0,1% de Tween 20 a 45°C durante 5 minutos, por

quatro vezes. As laminas foram contra-coradas com 25uL de DAPI/Antifade (Vector).

Anadlise dos dados

Foi utilizado o sistema HR-CGH da Applied Spectral Imaging (Version 4.0) para
captura e analise da imagem. O software utilizado para a analise das imagens calcula
uma média de FITC:rodamina e expressa este achado como um padrao
verde:vermelho para cada metafase com um limite de 99,5% de confianga. O limite
inferior e superior para definicdo de ganhos e perdas foi estabelecido por um
experimento de CGH controle com IMR32, uma linhagem celular de neuroblastoma.
Foi construida uma biblioteca de amostras normais marcadas diferencialmente para
que fosse utilizado o sistema de Hibridagdo Genémica Comparativa de Alta Resolucao
(HR-CGH). Foram utilizadas cinco amostras (normal X normal) marcadas
diferencialmente (biotina X digoxigenina). Foram capturadas e analisadas 40
metéfases de cada uma delas. Os intervalos de referéncia séo extraidos da biblioteca
que delimita o padrdao normal dos experimentos considerando os mesmos critérios de
selecdo de metafases, padrao de hibridagcdo e condicbes gerais de analise pelo
programa usado. O intervalo de referéncia é assinalado em azul e representa o
intervalo de confianca normal. As barras indicando perdas (vermelho) e ganhos
(verde) aparecem quando o intervalo de referéncia da amostra néo se sobrepde ao do
intervalo de referéncia. O arquivo gerado da biblioteca de casos normais foi utilizado
na comparacao de cada um dos casos.

Para cada caso, foram capturadas 20-25 metafases, analisadas por
bandamento G reverso numa resolucdo de 800 bandas. Cromossomos sobrepostos
foram excluidos da andlise. Na analise do perfil de interpretacao para ganhos e perdas
foram consideradas somente células que mostraram um padrdo homogéneo de

hibridacao (em média 15 a 18 células).

Métodos utilizados na validacao por qRT-PCR
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Isolamento do RNA total das amostras congeladas

A extracdo de RNA total foi realizada com a utilizagcdo do RNeasy Mini Kit
(QIAGEN),segundo as recomendagdes do fabricante. Em resumo, aproximadamente
30mg de tecido tumoral microdissecado foi adequadamente pulverizado em cadinho
com nitrogénio liquido. Ap6s a pulverizacao, adicionou-se 600uL do tampao RLT que
permaneceu em temperatura ambiente até adquirir consisténcia liquido-viscosa pela
lise das células do tecido. Esse material foi transferido para um tubo de 2mL, agitado
manualmente durante 1 minuto e centrifugado por 3 minutos a 13.200 rpm em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um outro tubo e foi
adicionado 350uL de etanol 70% (preparado com agua DEPC - Diethylpyrocarbonate).
Essa mistura foi transferida para a mini coluna acoplada em tubo coletor e foi
centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. Adicionou-se
700uL do tampao RW1 na mini coluna e centrifugou-se por 15 segundos a 10.000 rpm
em temperatura ambiente. A seguir, 500pL do tampdo RPE foi adicionado na mini
coluna e esta foi centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm em temperatura
ambiente. A lavagem da mini coluna com o tampao RPE foi repetida. Apés centrifugar
a mini coluna por 2 minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente, esta foi
transferida para um tubo de 1,5mL e foi adicionado nela de 15 a 25uL de agua livre de
RNase, de acordo com a quantidade de amostra. A mini coluna acoplada ao tubo foi
centrifugada por 1 minuto a 10.000 rpm em temperatura ambiente. O RNA foi incubado
por 2 minutos a 65°C e em seguida colocado imediatamente em gelo.

Em quatro amostras (172, 176, 187 e 190) foi utilizado o protocolo de extragéo
de RNA por Trizol (Invitrogen). Aproximadamente 30mg de tecido tumoral
microdissecado foi adequadamente pulverizado em cadinhos com nitrogénio liquido.
Apds a pulverizagéo, adicionou-se 1mL de Trizol, que permaneceu em temperatura
ambiente até adquirir consisténcia liquido-viscosa pela lise das células do tecido. Esse
material foi transferido para um tubo de 2mL que foi levado ao vortex (20 segundos) e
incubado em temperatura ambiente por 5 minutos. A seguir foi adicionado 300uL de
cloroférmio, homogeneizado, incubado por 3 minutos em temperatura ambiente e
centrifugado a 14.000 rpm a 2°C por 25 minutos. Apés a centrifugagao, a fase aquosa
foi cuidadosamente transferida para um novo tubo de 1,5mL, onde se adicionou 500uL
de isopropanol gelado para a precipitacao do RNA. O tubo contendo a fase aquosa foi
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e depois foi centrifugado durante 30
minutos a 14.000 rpm a 2°C. O sobrenadante foi removido e o pellet de RNA foi lavado
com 1000uL de etanol 75% (diluido em agua DEPC). Centrifugou-se por mais 15
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minutos a 14.000 rpm a 2°C e, apds remoc¢ao do sobrenadante, o material foi mantido
em temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos para secagem do pellet. O
RNA foi ressuspendido em 25uL de dgua DEPC, incubado por 15 minutos a 65°C e,

em seguida, colocado imediatamente em gelo durante 5 minutos.

Isolamento do RNA total das amostras de blocos de parafina

Para a extragdo das amostras em blocos de parafina usou-se o Kit Recover All
Total Nucleic Acid Isolation Kit FFPE Tissues (Ambion), segundo as recomendagdes
do fabricante. Em resumo, o fragmento microdissecado, contendo aproximadamente
35mg, foi adequadamente pulverizado em criotubos com o auxilio de bastdes de vidro
estéreis e nitrogénio liquido. Apés a pulverizacao, adicionou-se 1mL de xilol (Merck)
para a retirada da parafina. Essa mistura foi agitada em vdrtex, aquecida a 50°C por 3
minutos e centrifugada por 2 minutos em temperatura ambiente em velocidade
maxima. Essa lavagem foi repetida por mais duas vezes. O xilol foi removido, o
sedimento foi lavado com 1mL de etanol 100% (Merck) e novamente centrifugado por
2 minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez. O etanol foi removido e a
amostra foi seca ao ar por 15 minutos. A seguir, foi adicionado 400uL de tampéao de
digestdo, 4 uL de protease e incubado em banho seco por 3 horas a 50°C. Foi
acrescentado 480uL de /Isolation Additive e agitado em vdrtex. Adicionou-se 1,1 mL de
etanol 100%, homogeneizando com pipeta. A mistura amostra/etanol foi transferida
para um filtro acoplado em um tubo coletor e estes foram centrifugados a 10.000 rpm
por 60 segundos. A seguir 700 pL de Wash 1 foi adicionado no filtro e centrifugado por
30 segundos a 10.000 rpm, 500 uL de Wash 2/3 foi adicionado no filtro e centrifugado
por 30 segundos a 10.000 rpm. Apds essas lavagens, foi realizada a digestdao com
DNase por 30 minutos e a amostra foi submetida novamente a lavagens com as
solugdes Wash 1 e Wash 2/3 como nos passos anteriores. O filtro foi transferido para
um novo tubo estéril e foi acrescentado 30 uL de agua DEPC (livre de RNase) para
eluir o RNA.

Obtencao de cDNA
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Uma aliquota do RNA (1,5uL) foi checada em gel de agarose 2% corado com
brometo de etidio e as bandas de RNA, 18S e 28S, foram visualizadas em luz
ultravioleta (Figura 1). As amostras foram quantificadas por espectrofotometria

(NanoDrop, MD — 1000, Spectrophotometer).

De acordo com o resultado da quantificagdo do RNA, as amostras foram
diluidas a uma concentragéo final de 1ug/uL. O RNA das amostras congeladas foi
tratado com DNAsel Amplification Grade (Invitrogen - 1U/uL), antes da reacdo de
transcricdo. As amostras de RNA de arquivos de parafina passam por esse tratamento
durante o processo de extragdo com o Kit Recover All Total Nucleic Acid Isolation Kit
FFPE Tissues (Ambion).

O RNA foi transcrito em um volume final de 20ul contendo 5x First-Strand
Buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 10 mM de cada dNTP,
0,5ug/uL de Oligo (dT)s, 0.1M ditiotreitol e 200U da transcriptase reversa
SuperScript™ Il (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA). A transcrigao
reversa foi realizada a 42°C por 60 min e a reagao foi subseqientemente inativada por
15 min a 70°C. O cDNA foi estocado a -70°C.

RNAr
28S

RNAr
18S

e

i |

Figura 1. Imagem do gel de agarose 2% corado por brometo de etidio, para a
checagem da qualidade do RNA extraido para duas amostras de arquivo em blocos de
parafina (a); para duas amostras a fresco congeladas (b). M= marcador de 100 pares
de bases (pb).

Validacao dos resultados de HR-CGH e CGH-array pela metodologia de RT-PCR
quantitativa em tempo real (QRT-PCR)
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Selecao dos genes candidatos

Todos os genes candidatos validados por analise de expressao quantitativa em
tempo real (QRT-PCR) foram selecionados com base nos resultados das analises
comparativas entre HR-CGH e CGH-array (metodologia empregada em um outro
estudo do grupo, o qual avaliou um subconjunto destas amostras).

Foram selecionadas as regides cromossémicas: 1p36.1(perda), 1g21.2
(ganho), 8924 (perda) e 17q12-21.3 (perda e ganho) que se apresentaram
freqUentemente envolvidas em perdas ou ganhos genémicos. A hipbdtese era que as
regides de perda possivelmente conteriam genes supressores tumorais que, uma vez
perdidos, poderiam estar contribuindo para a tumorigénese prostatica. Por outro lado,
as regides de ganho poderiam conter oncogenes, que teriam sua expressao génica
aumentada. A escolha dos genes candidatos a validacdo se deu por analise in silico,
identificando os genes mapeados nessas regides cromossdmicas e que apresentavam

funcao conhecidamente relacionada ao processo tumoral.

Para a regiao 1p36.1 foram obtidos 57 genes, dentre eles foi escolhido um
candidato, o gene ARID1A. Os genes MTSS1, S100A4, NME1 e TOP2A mapeados
em 8924, 1921.2 e 17912-21.3, respectivamente, foram selecionados por se
encontrarem nas regioes alteradas e por apresentarem fungdo compativel com a

esperada para o evento genémico observado.

As seqléncias desses genes foram obtidas nos bancos de dados publicos:
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e Ensembl. Os iniciadores
utilizados para a amplificacdo dos genes alvo ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4,
TOP2A e endbgenos GAPDH e HPRT foram delineados utilizando o software Primer
Express® versdo 2.0 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A diluicdo dos
iniciadores foi realizada para a obtencdo de concentragdo-final de 10uM. As
seqliéncias dos iniciadores utilizados para RT-PCR quantitativa em tempo real (QRT-
PCR) estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Relacdo dos genes, localizagdo e seqiiéncia dos iniciadores usados na
analise de qRT-PCR.
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Localizagao Tamanho do

Gene . Seqiiéncia dos iniciadores
cromossomica Fragmento (pb)

Forward 5> CAGAGAGCACATGGGCATTAGAT 3
ARID1A 1p36.1 92
Reverse 5 CAACCCTGGGAGCTGACTGAG 3’

Forward 5 TGTCTGCAGCAGCCTGAACA 3
MTSS1 8g24.1 91
Reverse 5'CGGCCATCACGCCACAGTTT 3'

Forward 5 GTTTCACCCTGAGGAACT 3’
NME1 17921.3 201
Reverse 5 AGGGAGAACTCACAGCTC 3

Forward 5 CAAGTACTCGGGCAAAGAGG 3’
S100A4 1921.2 194
Reverse 5 TGCAGGACAGGAAGACACAG 3’

Forward 5’ AGAAGACAGCAGCAAAAAGTCAGTC 3
TOP2A 17g12-21 101
Reverse 5 ACCAGAATTCAAAGCTGGATCC &

Forward 5 GGCCTCCAAGGAGTAAGACC 3
GAPDH 12p13 100
Reverse 5° AGGGGTCTACTAGGCAACTG 3

Forward 5 TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAGS’
HPRT Xq26.1 100
Reverse 5 GGCCTCCCATCTCCTTCATC3

As etapas da PCR, para este estudo, foram realizadas em termociclador
automatico ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster
City, CA).

A eficiéncia da PCR com cada par de iniciadores foi avaliada pela construgao
de uma curva-padrdo para cada gene investigado. Para isto, foram realizadas
diluices seriadas a partir de um pool/ de cDNA de amostras de CaP e controles (pool
de cDNA puro e diluigdes: 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625). Essas diluigdes foram testadas
em duplicadas para todos os genes, seguindo o protocolo descrito adiante. O valores
dos Cts (ciclo do threshold) para cada diluicio de cDNA e as concentracdes
respectivas de RNA (logio RNA) foram plotados num grafico para obtengéo da curva-
padrdo. A partir da curva-padréao foi calculada a equacao da reta, bem como o valor da
inclinagdo da reta ou slope. O calculo da eficiéncia da amplificagéo foi realizado

-1/slope

segundo a férmula: E=10' ). Para todos os genes avaliados a eficiéncia foi superior
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a 90%. A partir das curvas-padrao determinou-se que a diluicado das amostras seria de
1:25, por apresentar valores de Ct entre 20 e 30 para todos os genes estudados.

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em placas de 96 pocos, contendo
duplicatas de cada amostra e controle negativo, num volume final de 10uL para cada
reacao, sendo 5uL do reagente Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
Warringtone, UK), 0,2uL de cada iniciador 10uM (iniciadores forward e reverse) e 1 UL
de cDNA diluido 1:25 para os genes ARID1A, MTSS1, S100A4, NME1 e GAPDH, e
1:10 ou cDNA puro para o gene TOP2A e GAPDH. Todos os genes alvos e o
enddégeno de cada amostra foram detectados na mesma placa de reagdo. As
condigdes de reagdo para todos os iniciadores foram: 95°C por 10min, seguido de 40
ciclos a 95°C por 15seg e 60°C por 1 min. Ao final de cada reagédo, a curva de
dissociagdo para cada gene testado foi realizada de modo a observar a presencga de

um Unico pico referente a um unico produto amplificado.

Para deteccao da expressao do gene TOPZ2A foi utilizado o reagente Platinum
SYBR Green (Invitrogen) bem como para o gene endégeno GAPDH. Da mesma
forma, as reacdes de amplificagdo foram realizadas em placas de 96 pocos, contendo
duplicatas de cada amostra e controle negativo, num volume final de 10uL para cada
reacdo, sendo 5uL do reagente Platinum SYBR Green (Invitrogen), 0,2uL de cada
iniciador 10uM (iniciadores forward e reverse), 1 UL referéncia passiva Rox e 1 uL de
cDNA 1:10 ou cDNA puro. O gene TOP2A e o gene endégeno GAPDH de cada
amostra foram detectados sempre na mesma placa de reagcdo. As condi¢cdes de
reacao para todos os iniciadores foram: 50°C por 10 min, 95°C por 10min, seguido de
40 ciclos a 95°C por 15seg e 60°C por 1 min. Ao final de cada reacdo, a curva de
dissociacdo dos genes foi realizada de modo a observar a presenca de um Unico pico
referente a um Unico produto amplificado. As amostras cujos resultados ndo foram
satisfatérios foram repetidas utilizando o sistema de deteccao Power Sybr Green
(Applied Biosystems).

A fluorescéncia foi capturada e coletada a cada ciclo da PCR, sendo que a
intensidade de fluorescéncia detectada foi diretamente proporcional a quantidade de
cDNA da amostra. Os dados gerados foram analisados por um software especifico
(Applied Biosystems, Foster City, CA) e plotados em um grafico que mostra a
intensidade de fluorescéncia versus o nimero de ciclos. A analise de cada reacao foi
realizada determinando primeiramente o baseline, que consiste na quantidade de
fluorescéncia lida durante os ciclos iniciais da PCR, onde ocorre pouca alteragcao de
sinal. O software desconta os valores dessa fluorescéncia basal. Em seguida, foi
determinado o threshold, que deve ser selecionado na fase exponencial da curva da
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PCR. O ponto em que ocorre interseccao do threshold com a curva de amplificacao é
determinado como Ct, ou seja, o ciclo do threshold. Todas as amostras foram
comparadas no mesmo threshold, porém o Ct varia de acordo com o ciclo em que a
curva de amplificagédo cruza com o threshold. Assim, cada amostra apresenta um valor
de C; especifico e que esta relacionado com a quantidade de cDNA do gene em
questao presente na amostra. A quantificacéo relativa (QR) foi calculada pelo método
22%CT (Ct: ciclo do threshold; ACt - Ct do gene alvo menos o Ct do gene referéncia

(GAPDH); AACt - ACt da amostra tumoral menos o ACt da amostra normal).

Anadlise dos dados

Foram considerados genes diferencialmente expressos nas amostras de CaP,
HNP e tecido adjacente com auséncia de neoplasia, aqueles que apresentaram QR=2
(genes regulados positivamente) ou QR<0,5 (genes regulados negativamente), em
relacdo as amostras de préstata normais (SVO). Para o gene TOP2A foram
considerados limites maximos e minimos diferentes dos convencionados para 0s
demais genes, pois houve uma grande dispersdo nos valores de expressado desse
gene para as amostras controle (SVO). Desta forma, foram calculados a média, o
desvio padréao e o intervalo de confianca dos valores de QR das amostras controle
para o gene TOP2A. Essas andlises mostraram limite inferior de 0,26 e superior de
3,66, sendo esses valores considerados entdo como referéncia para diminuicao
(QR<0,26) e aumento (QR=3,66) de expressao de TOP2A, respectivamente.

Quanto aos dados clinicos e histopatolégicos, a graduagao histoldégica dos
tumores seguiu o sistema Gleason (Epstein et al., 2005) e o estadiamento foi dado
pelo sistema TNM (Epstein et al., 2004). A idade média dos pacientes foi de 64 anos
(variacao de 49 a 75 anos) e a idade média dos dois casos controles foi de 44,5 (40 e
49 anos). O tempo médio de seguimento clinico dos pacientes foi de 13 meses
(variagao de 1 a 46 meses).

Os pacientes com CaP e submetidos a prostatectomia foram agrupados
segundo o PSA pré-cirargico, a graduagéo histolégica de Gleason e o estadiamento
(TNM) em trés grupos quanto ao risco de recorréncia do tumor (baixo, moderado e
alto), de acordo com os critérios apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Critérios considerados na andlise de risco segundo caracteristicas clinicas e
morfologicas.
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Risco de recorréncia Caracteristicas clinicas e Morfoldgicas

Baixo pT1-pT2a e escore de Gleason 2-6 e PSA < 10 ng/mL

Moderado pT2b-pT2c ou escore de Gleason 7 ou PSA = 10 — 20 ng/mL

pT3a ou pTxN1 ou pTx Nx M1 ou escore de Gleason 8-10 ou
PSA > 20 ng/mL

Alto

Adaptado de NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology ™" Prostate Cancer, Version 2.
2007.

Adicionalmente, foi realizada outra estratificacdo dos casos na tentativa de
identificar os pacientes com maior risco de recorréncia do tumor. Os parémetros
clinicos utilizados nesta estratificagdo foram: (1) PSA pds-cirurgico elevado (20,2
ng/mL); (2) escore de Gleason elevado. > 7 (4+3); (3) invasdo angiolinfatica; (4)
extensdo extra-prostatica; (5) margem cirurgica comprometida. Quando presentes,
cada um dos fatores acima recebeu uma pontuagédo positiva (1+). Os casos foram
classificados de zero até 5 dependendo do numero de indicadores de pior progndstico

que apresentavam.

A utilizacdo do PSA pés-cirlrgico para estratificagdo dos casos baseou-se no
uso potencial dos valores de PSA como indicadores prognésticos apds prostatectomia
radical. Para tanto, foi considerado como indicador de pior prognéstico o nivel do PSA
pos-cirdrgico maior ou igual a 0,2ng/ml (Foster et al., 1993), e que é utilizado na
pratica clinica dos dois servicos (Faculdade de Medicina de Botucatu e Hospital AC

Camargo, SP) para os pacientes submetidos a cirurgia.

Com relagédo ao escore de Gleason, as amostras de CaP com escore < 7 (3+4)
foram classificadas como de baixo grau e as amostras de CaP com escore = 7(4+3),
como de alto grau (Mc Donnell et al., 2008). O escore de Gleason = 7 € considerado
preditivo de progresséo, segundo Tefilli et al. (1998).

Com relacdo aos parametros invasdo angiolinfatica e margem cirdrgica
comprometida, foram consideradas a presenca ou auséncia com base nos resultados

constantes nos laudos anatomopatol6gicos.

O parametro extensdo extra-prostatica foi estabelecido com base no estadio
pTNM. Os tumores pT2 (confinado ao interior da préstata) podem ser subclassificados
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em pT2a (apresentam 50% ou menos de envolvimento de um lobo), pT2b (envolvem
mais de 50% de um lobo mas nao os dois) ou pT2c (envolvem ambos os lobos). No
caso dos tumores pT2 foi considerada auséncia de extensao extra-prostatica (revisado
por Epstein et al., 2005). Os tumores pT3 (invasdo da capsula prostatica) sao
subdivididos em pT3a (apresentam extensao extra-capsular uni ou bilateral) e pT3b
(apresentam invasdo das vesiculas seminais). Nos casos pT3 foi considerado a
presenca de extensao extra-prostatica.

As amostras de tecido ndo-neoplasico adjacente ao tumor e as HNP néo
podem ser classificadas quanto ao escore de Gleason e conseqglentemente, o risco de
recorréncia para esses casos foi realizado segundo as caracteristicas

anatomopatol6gicas presentes nos laudos das prostatectomias radicais.

Os resultados da expressédo de cada um dos genes ARID1A, MTSS1, NMET1,
S100A4 e TOP2A obtidos por gRT-PCR foram comparados entre os diferentes tecidos
analisados, em relacdo aos parametros clinico-laboratoriais (idade, PSA pré e pés-
cirirgico) e anatomopatoldgicos (escore de Gleason, estadiamento, invasao
angiolinfatica, comprometimento de margem cirdrgica e extensdo extra-prostatica)
isolados. O PSADT (PSA doubling-time) foi obtido apenas para 0s casos que
possuiam todas as informagdes necessarias para o calculo on line (New York,
MSKCC, 2008).

Foram considerados dois grupos distintos (pacientes com PSA<0,2ng/ml e com
PSA=0,2ng/ml) nas analises comparativas entre os niveis de expressdo dos genes
estudados e os valores de PSA poés-cirargico, Somente foram incluidos no grupo
PSA<0,2ng/ml os pacientes avaliados por pelo menos 24 meses apds a
prostatectomia, os pacientes com seguimento clinico inferior a 24 meses e

PSA<0,2ng/ml foram excluidos destas analises.

Os resultados da gRT-PCR foram também analisados de acordo com as
estratificacdes de risco, comparando os grupos de pacientes de progndstico favoravel
e desfavoravel e com os achados de HR-CGH e CGH-array.

Anadlise estatistica

As comparagbes entre os valores de expressdo determinados pela gRT-PCR
com as variaveis clinicas e histopatologicas foram realizadas pelo teste néo
paramétrico de Mann-Whitney quando duas categorias foram avaliadas e pelo teste de
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Kruskal-Wallis quando trés grupos foram comparados. As analises de correlagao
utilizaram o teste ndo paramétrico de Spearman r. Teste de qui-quadrado ou Fisher foi
utilizado para avaliar a forca de associa¢ao entre as variaveis.

As probabilidades acumuladas de sobrevida livre de doenga (SLD) foram
calculadas pelo método de Kaplan-Meier. Para construgéo das curvas de sobrevida foi
considerado como inicio do seguimento a data da prostatectomia, e como final do
seguimento, a data da recidiva bioquimica para SLD. Para recidiva bioquimica foi
considerada a data do primeiro exame de PSA com valor maior ou igual a 0,2ng/ml.
Os pacientes que nado apresentaram recidiva bioquimica até a dltima data de

seguimento foram considerados como censurados (“censored”).

Todas as analises estatisticas consideraram o nivel de significancia de 5% e o
software de analise utilizado foi o0 Graphpad Prism versao 3.0.
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RESULTADOS

HR-CGH

Neste estudo foi construida uma biblioteca contendo onze casos normais
utilizando o mesmo protocolo das amostras teste. Esta biblioteca foi utilizada como
referéncia na avaliacdo de perdas e ganhos de seqlUéncias de DNA. Foi possivel a
obtencdo de alteragcbes no numero de cépias genbmicas para todos 0s casos
avaliados por HR-CGH que apresentaram um padréo de hibridagcdo de alta qualidade
(Figura 2).

As perdas genémicas foram mais freqlientes do que os ganhos na andlise de
22 amostras de CaP (oito do grupo |, seis do grupo Il e oito do grupo Ill) e em 11
metastases (Figura 3). A Figura 4 apresenta um exemplo dos ideogramas gerados
apos a analise comparada entre os tumores primarios e as metastases dos mesmos
pacientes. Neste exemplo, estdo indicadas as perdas e ganhos para dois casos de
tumores de préstata que apresentaram comprometimento de linfonodos (caso P3
versus P3M e P9 versus POM). Foi possivel identificar alta similaridade entre as
regides gendmicas envolvidas em perdas. De forma semelhante, foram feitas
comparagdes entre as amostras dos diferentes grupos de tumores estudados.

A seguir serdo apresentados os resultados das andalises comparativas de HR-
CGH para cada grupo de amostras e, na sequéncia, os resultados das comparagdes

entre esses grupos.
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Figura 2. Padrao de marcacao da HR-CGH para a amostra P3. A) Imagem capturada
com filtro no espectro verde. B) No espectro vermelho. C) na sobreposicado dos trés
filtros (azul, verde, vermelho). D) Padrao de Banda GTG (DAPI-reverso). E) A linha em
azul escuro indica o perfil de alteragbes médio de ganhos e perdas ao longo do
cromossomo 9. O intervalo azul-claro representa a variagdo normal entre todos os
cromossomos 9 analisados da biblioteca de casos normais. A presencga de alteracdes
de perdas e ganhos é detectada quando o perfil médio do caso analisado (linha azul-
escuro) ultrapassa os limites do perfil médio da biblioteca (intervalo azul-claro). O
desvio da linha azul-escuro para a esquerda indica perdas e para a direita indica
ganhos, representados por barras vermelhas e verdes, respectivamente, ao lado do
ideograma, indicando a localizacao cromossdmica da alteracéao.
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Figura 3. Representacao grafica da freqliéncia de perdas e ganhos cromossémicos
detectados por HR-CGH: A) nas 22 amostras de CaP analisadas (oito CaP do grupo |,
seis CaP do grupo Il e oito CaP do grupo Ill); B) nas 11 amostras de metastases.
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Figura 4. Ideogramas indicando as regibes de perdas e ganhos gendmicos
significativos, obtidos apds a andlise em banda G reversa. As barras vermelhas e
verdes indicam as alteragdes genéticas significativas (p<0.01) e obtidas na
comparagdo com a biblioteca de casos normais. As barras vermelhas indicam as
regides de perdas e as verdes, as de ganho. A barra azul indica a presenca de
alteragdes no sitio genémico em 90% das amostras (% de similaridade). A figura
representa o padrao de alteragdes nas amostras de CaP e metastases (M) em
linfonodos do mesmo paciente: A) P3M (barras vermelhas e verdes mais internas,
proximas ao cromossomo) e P3 (barras vermelhas e verdes mais externas). B) P9
(barras vermelhas e verdes mais internas, proximas ao cromossomo) e P9M (barras
vermelhas e verdes mais externas).
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Grupo |

No grupo | estdo incluidos os adenocarcinomas primarios (P) de préstata de
pacientes que evoluiram para metastases e as metastases (M) de alguns desses
pacientes. Entre as amostras de metastases incluidas nesse estudo estao: P1M, P2M,
P5M e P8M (metastases 6sseas); P11M, P12M, P13M e P14M1 (metastases em
testiculo) e P3M e P9M (metastases em linfonodo). Em sete casos havia a
disponibilidade para estudo do tumor primario e metastase do mesmo paciente
(P1/P1M, P3/P3M, P9/POM, P11/P11M, P12/P12M e P14/P14M1/P14M2).

A Tabela 6 apresenta as regides minimas de perdas e ganhos comuns (90%
de similaridade) entre as amostras pareadas de tumor primario e suas metastases
correspondentes.

Tabela 6. Caracterizacdo das regides minimas comuns de perdas e ganhos
cromossOmicos (detectada em 90% das amostras) entre o tumor primario e sua
metastase (grupo 1), identificados por HR-CGH.

Amostra Perda Ganho

Grupo |

1p21, 1p22, 1p31, 1p32, 1g31, 2p22, 2p24,
20136-37, 3p21, 3p23-24, 3922-26.3, 4p15.3-16,
4028-31.1, 4934-35, 5p15.3, 5431, 6q16-21,
6022, 6q22-24, 6025-27, 7p11.2-22, 7G35,
8p12, 8q21.1, 8g22, 8q23-24.3, 9p13-23, 9g21-
P1/P1M 34, 10p14, 10q11.2, 10925-26, 11p13, 11p15,
11q13-14, 12q13, 12q24.2-24.3, 13914, 14932,
15q15-24, 16p12-13.3, 16921-24, 17p13,
17q11.2-25, 18p11.2-11.3, 18q12, 18q12-21,
18022-23, 19p13.1-p13.3, 19q13.1-13.4,
20p13, 20q13.1-13.3, 2122, 22q11.2, 22q13

1p13, 1921-22, 2p12-13, 2q11.2-12, 2922,
3q13.1, 5p12-14, 5gq14-21

1p32, 1p31, 132, 2p16-21, 322, 4p15.1-
15.3, 4021-22, 4q31.1-32, 4935, 5931, 6q16-

21,6022, 7p14-15, 7q11.2-936, 8p12, 8g22- 1q21, 2p11.2-12, 5p12, 5p13, 5q11.2-12,
24.3,9g22-31, 9931-34, 11922-23, 11925, 14q11.2

12q13-14, 12922-24.1, 13921-q31, 15¢21-24,

16024, 17q21, 18q12-22, 19913.3, 22913

P3/ P3M

1p13-21, 1p31, 1p31-33, 1921, 1q24-42, 2p21-
P9/ POM 22, 2935, 3p12-13, 3p14-21, 324, 3928-29,

4p15.2-16, 7p13-14, 722, 8923-024.1, 8024.3, 12p11.2

9p21, 9931, 9934, 10922, 10g24, 10026,

11023-24, 12q23-24.2, 1321, 1432, 15q15-

21, 15q22-26, 16p12-13.3, 17p13, 17q12-24,
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17025, 18p11.2, 18923, 19p13.2, 19q13.2-
13.4, 22q11.2-13

P11/ P11M

1p31-36.3, 1q42-44, 2p24-25, 2q35-37, 3p24-
26, 3027-29, 4p12-15.1, 4q15.1-16, 4q12-27,
4028-35, 5p15.2-15.3, 531, 534-35, 6p21.1-
22, 6p25, 624, 6q26-27, 7p14, 7p21-22, 7g32-
36, 8p11.2-21, 8p21-23, 8023-24.1, 8g24.1-
24.3, 9p21-22, 9p24, 9q31-34, 10p14-15,
10q11.2, 10023-26, 11p15, 11q13, 11922-25,
12p12-13, 12q12, 12922-24.3, 13931, 13q33-
34, 14931-32, 15023-26, 16p11.2-13.3,
16022-24, 17p11.2-12, 17q11.2-25, 18p11.3,
18q11.2-12, 18922-23, 19p13.2-p13.3,
19q13.2-13.4, 20p11.2-13, 20q13.1-13.3,
21g22, 22q11.2-13

1p31, 2q14.2, 2921, 2q22-24, 2931, 4928,
5q13, 5q22-23, 9921

P12/P12M

1p32-33, 1p34.3-36.1, 4p15.3, 7p14-15, 7034-
35, 8q24.1-24.3, 9p21, 9921-22, 9922-34,
10q24-26, 11922-24, 12923-24.2, 1424,
15q21, 15022-25, 16p12-13.2, 16g22-24,
17q21-25, 18921-22, 19q13.1-13.3, 20q13.1-
13.2, 22q11.2-13

2p11.2-12, 3p12, 3p14, 3q13.1, 4p13, 4q21,
4025-28, 5p13, 12p11.2-12, 14q12

P13/P13M

1p31, 1p31-34.2, 1g24-43, 2p12, 2q14.1-14.2,
2033-34, 2935-37, 3q13.3, 4p14, 4p15.1-15.3,
4013, 4026-27, 4931.1-31.3, 4g34, 5q31-32,
6p12-21.1, 6p21.1-21.3, 7p11.2, 7p14-15,
7p21, 7q11.2, 7q21-31, 7933-36, 8p11.2-12,
8p21-22, 8q21.1, 8q22-24.1, 10q21-22, 10g24-
25, 10926, 11q12-14, 11921-24, 12q22-24.3,
13q14-g21, 13922-31, 15q15-21, 15q22-25,
16p13.1, 16024, 17921-22, 17q24, 18q11.2-12,
18022-23, 19p13.1-13.3, 19q13.1-13.4,
20p11.2-12, 20q11.2-13.1, 21922, 22q13

5p13-14, 5q12

P14/P14M1

1p21, 2921, 4p15, 5931, 5334, 6p12, 6q14-15,
8024.1-24.3, 9p21, 9932, 934, 10022-23,
11024, 12q24.1-24.2, 13912, 15¢22-23, 15q25-
26, 16p11.2-12, 16p13.1, 16q12.1-12.2, 16g22-
24, 17q24-25, 18912, 18922-23, 19p13.1-13.3,
19q13.3, 20q13.1-13.3, 22q13

P14/P14M2

2p21-22, 2921, 3p12, 534-35, 6p12, 6q14-15,
8q11.2, 8924.1-24.3, 10922, 11913, 11924,
12024.1-24.2, 13q12-13, 15q22, 15023-26,
16p13.1, 17923, 18922-23, 19p13.1-13.3,
19q13.1-13.4, 22913

P14/P14M1/P14M2

2g21, 5q34, 6p12, 6q14-16, 8024.1-24.2,
10q24-25, 1124, 12924.1-24.2, 13q12, 15q22,
15q25-26, 16p13.1, 18g22-23, 19p13.1-13.3,
19913.3, 22913

A comparacao entre todas as amostras do grupo | (P e M), com ~50% de

similaridade (detectadas em mais de 9 das 19 amostras) foram perdas de: 1p31-36.3,
1032-44, 2p22, 2935, 2937, 4p15.3-16, 5931, 5q34-35, 6p21.2-21.3, 6922, 7p13-15,
7p21-22, 7922, 7931, 7934-36, 8p11.2-22, 8923-24.3, 9p21, 9922-34, 10922, 10g22-
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26, 11q13-14, 11922-25, 12922-24.3, 13q14-21, 14931-32, 15915-21, 15022-26,
16p12-13.3, 16922-24, 17q11.2-25, 18q12-23, 19p13.1-13.3, 19q13.1-13.4, 20p12-13,
20911.2, 20913.1-13.3, 21922 e 22q11.2-13 e ganhos de: 2p11.2, 3q12-13.1, 4927-28,
5p13-14 e 5q12.

A Figura 5 apresenta as regides minimas de alteracées genémicas comuns na
comparagdo entre todos os tumores primarios estudados, considerando 70% de
similaridade (Apéndice A). A comparagido destes achados entre todos os CaP do
grupo | com os dados de CGH-array (software SAM) revelou concordancia para as
regibes 4p15.3-16, 8922-24.3, 13q12-13, 19q13.1. Da mesma forma, a comparacao
entre as todas as metéstases do grupo | pelas duas metodologias (HR-CGH e CGH-
array) mostraram concordancia para as regides 8q24.2, 16923-24, 17q12-22, 19q13.1-
13.3. A andlise de caso a caso mostrou similaridade muito maior do que a analise
agrupada (dados ndo apresentados).

As metéstases foram agrupadas segundo o tecido acometido: metéstases
Osseas, em testiculo e em linfonodos com o objetivo de comparar as alteragdes
comuns em cada grupo. A Figura 6 apresenta os perfis de alteracbes cromossémicas
de cada grupo de metastases e (Apéndice B) as regides minimas comuns de perdas
e ganhos em pelo menos 3/4 metastases dsseas, 3/4 metastases em testiculo e 2/2
metastases em linfonodos. Na comparacao entre os dados de CGH-array e HR-CGH
foram observadas perdas comuns em metastases de testiculo envolvendo 7933-36,
9931-33, 18g12-21 e 19q13.2-13.4; em metéstase de linfonodos: 3p14-21, 4p15.2 e
17g21.

Nesta comparacao foi possivel detectar ndo balanceamentos gendmicos
exclusivos de determinado grupo, por exemplo, a presenca de determinada alteracao
na maioria das metastases 0sseas e sua auséncia nas metastases em testiculo e em
linfonodos. Foi verificado que apenas as metastases dsseas apresentavam ganhos
gendmicos em 1p13 (4/4), 6921-22 (4/4) e 8q13 (4/4). As metastases em testiculo
apresentaram perdas de 2q14.1-14.2 (4/4), 7q22 (4/4), 11q14 (4/4) e 12p13 (4/4) e
ganhos de 3g26.3 (2/4) como alteragbes exclusivas desse grupo. Nas metastases em

linfonodos ndo foram observadas alteracdes exclusivas e que as diferenciassem.

75



Gambarini-Paiva, GHR RESULTADOS

Grupolll

4p15.3-16, 1024,
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1123-24, 12423-24.2,
14932, 15¢22-26,
16p12-13.2, 16q22-24,
18922, 19p13.3,

13, 5q12, 6q12,
7q11.2, 12q12-
13, 13921

5q34, 7p14-15, 1p34.1, 1p36.1,

7q34-35, 8q22- 19q13.3-13.4, 20q13.1, 2936, 8p12,
23, 9032-33, 20q13.3, 22q11.2, 9q31, 10p12,
12022, 19p13.2, 22913 11q14, 15915,
19q13.2 16p13.3,
16q12.1, 18q12-
21,20p11.2,

21922

1p34.2-34.3, 1p35,. 1p36.2-36.3, 1922, 1q32-42, 2p12,
2p14-23, 2q14.1, 2q14.3, 2921, 2934, 2937, 3p14-24,
3q13.2-26.2, 3q27-28, 5p13-15.3, 5q13-14, 5q21-33,
6p21.2-22, 6q16-21, 6g24, 7p13, 7p21-22, 7q11.2-32,
7436, 8p11.2, 8p21-23, 8q11.2-21, 9p13-21, 9q21-22,
10p13, 10921, 10923, 11p12, 11p15, 11q13, 12p12-13,
12q13-21, 13q14-21, 14q23-24, 15q14, 15921, 16p11.2,
16q12.2-21, 17p12-13, 17q12-22, 17925, 20q11.2-12,
21g21

Grupolll

Figura 5. Alteragbes presentes em mais de 70% das amostras representados no
diagrama de Venn segundo o grupo estudado (grupo |: tumores primarios e suas
metastases; grupo |ll: bom prognéstico e grupo Il diferentes bidépsias do mesmo
paciente). As regides cromossémicas envolvidas em perdas estdo em vermelho e as
envolvidas em ganhos, em verde. Em azul estdo destacadas as alteragdes presentes
em mais de 70% das amostras de determinado grupo e que nao foram detectadas em
nenhuma outra amostra dos demais grupos.
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Figura 6. Alteracdes cromossémicas detectadas por HR-CGH para cada grupo de
metastases de acordo com o érgao acometido. A) ldeogramas representando as
alteragcdes comuns a cada grupo (verde: ganhos; vermelho: perdas; azul: indica as
regides significativas e presentes em pelo menos 3/4 metastases O6sseas ou em
testiculo e em 2/2 em linfonodos). B) Diagrama de Venn apresentando as regides
minimas comuns a cada grupo de metastases. As regides cromossémicas envolvidas
em perdas estdo em vermelho e os ganhos estédo indicados em verde.

Da mesma forma, foram agrupados os tumores primarios dos pacientes que
apresentaram metastases em testiculo e em linfonodos. Para as metastases ésseas
ndo foi possivel comparar os tumores primarios desses pacientes, pois havia a
disponibilidade apenas do tumor primario de um deles (amostra P1). Para os CaP dos
pacientes que tiveram metastases em testiculo foram detectadas apenas alteracdes
de perdas (comuns a pelo menos trés das quatro amostras), para os CaP dos
pacientes que tiveram metastases em linfonodos também foram detectadas apenas
alteracoes de perdas (comuns as duas amostras analisadas). As regides minimas
comuns estdo apresentadas na Figura 7.

A comparagao entre os resultados de HR-CGH com os de CGH-array (obtidos
de andlise paralela, Tese de Doutorado de Rodrigo Mattos dos Santos, 2007, IB,
UNESP, Botucatu, SP) revelou que nos tumores primarios do grupo | dos pacientes
que tiveram metastase em testiculo as perdas comuns afetaram 10q11.2, 10923-26,
11922-25, 15022-26, 16p11.2-13.2, 17925; e entre os tumores primarios que
evoluiram para metastase em linfonodos foram comuns as perdas em 3p24, 10926,
15921, 15922, 17g12-24, 18p11.2, 18923.

Com o objetivo de discriminar os CaP que evoluiram para diferentes sitios de
metastases, baseando-se nas alteracbes cromossOmicas ja adquiridas nos tumores
primarios, foram comparadas as alteracdes entre os CaP que evoluiram para
metastases de diferentes localizagbes (Figura 7). As perdas em 3p24, 3¢22-24,
4921-22, 5932 e 7p13 foram detectadas exclusivamente nas amostras de carcinomas
de préstata que evoluiram para metastases em linfonodo (2/2 amostras de CaP) e
nao estavam presentes nos CaP que progrediram para metastases em outra
localizacao. As perdas em 1p35-36.1, 6p12-21.1, 12p11.2 e 16q12.1 (3/4 amostras de
CaP) e ganhos em 4g26-28 (2/4 amostras de CaP) foram detectadas exclusivamente
nos CaP que evoluiram para metastases em testiculo e ndo estavam presentes nos

tumores que evoluiram para metastases em outra localizagéo.
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As alteracdes exclusivas do grupo de CaP que evoluiu para metastases em
linfonodo n&o foi observada nas metastases em linfonodos. Verificou-se que as perdas
de 3q22-24 e 7p13 (caracteristicas dos CaP com metastases em linfonodos) foram
detectadas também na amostra P7, que apresentou comprometimento de linfonodos
(cuja amostra de linfonodo ndo estava disponivel para analise). Nenhum outro tumor
primario apresentou perda dessas regides, apenas algumas metastases apresentaram
uma ou ambas as perdas: (6sseas: P1M, P5M; testiculo: P11M, P13M, P14M1; em
periténio: P14M2),

Quanto as alteragdes encontradas nos CaP que evoluiram para metastases em
testiculo, perdas de 1p35-36.2 e 6p12-21.1 se mantiveram presentes nas amostras de
metastases em testiculo e ganho de 4q26-28, detectada nas amostras de P13 e P14,
foram também observadas nas metastases em testiculo P11M, P12M e P14M1. Pelo
menos uma dessas alteragdes foi observada nas amostras do grupo | (de pacientes
que evoluiram para metastases 6sseas: P1, P7, P12, P13, P1M, P5M, P8M e para
metastase em linfonodo: P9M).

Comparando as perdas e ganhos caracteristicos dos CaP que evoluiram para
metastases em testiculo e em linfonodos com as alteracées encontradas nos CaP do
grupo Il (que apresentaram caracteristicas de bom prognéstico), foi observado que
apenas a perda de 6p12 nao foi detectada nas amostras do grupo Il (Figura 8).

A mesma comparagdo foi realizada com as amostras do grupo |ll e todas

estavam presentes em pelo menos quatro das oito amostras desse grupo.
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1p32,2p21, 3p21, 4p15.2-15.3,
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Figura 7. Diagrama de Venn apresentando as alteragdes comuns entre as amostras
de metastases e CaP agrupadas segundo o sitio acometido. Foram consideradas as
alteracdes presentes em pelo menos 75% das amostras de cada grupo. As regides
cromossOmicas envolvidas em perdas estdo em vermelho e as envolvidas em ganho,
em verde.
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4q12-13, 5q12, 6912

CaPs
Grupoll

Figura 8. Diagrama de Venn apresentando as alteragbes comuns entre as amostras
de CaP que evoluiram para metastase em testiculo, as comuns entre os CaP que
evoluiram para metastases em linfonodos, as comuns entre os CaP que apresentaram
bom prognéstico (grupo Il) e sua sobreposi¢cdo. Foram consideradas as alteragbes
presentes em pelo menos 75% das amostras de cada grupo. As regides
cromossémicas envolvidas em perdas estdo em vermelho e as envolvidas em ganho,
em verde. A perda de 6p12 (destacada em azul) € a Unica alteragdo exclusiva dos

CaP que evoluiram para metastase em testiculo e que nao foi detectada em nenhum
dos CaP de bom progndstico.
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Grupo Il

O grupo Il inclui as amostras de pacientes que em um periodo superior a 10
anos de seguimento clinico nado apresentaram indicios de recidiva (incluindo
bioguimica) ou metastases. Apenas um paciente deste grupo (P32) recebeu terapia
hormonal desde 1999 (irés anos apbés a cirurgia) (Tabela 2). Estas amostras
apresentaram um maior nimero de ganhos genémicos quando comparados com 0s

demais grupos (considerando 70% de similaridade - 4/6 amostras analisadas).

A amostra P32, cujo paciente recebeu tratamento hormonal, poderia apresentar
diferencas no perfil de alteracées com relacdo as demais amostras desse grupo. A
comparacgao entre o perfil de alteracdes dessa amostra com as demais desse grupo
mostrou a presenca de algumas alteragdes que as demais do mesmo grupo nao
apresentaram como: perda em 3q13.1, 5923, 13q14-21, 15912, 15921, 18q11.2 e
ganho em 2923 e 8922. Comparando essas altera¢cdes com as observadas no grupo |
(P e M) observou-se que: a perda de 3p13.1 foi detectada em 1/11 metastases; a
perda de 5923, em 2/8 CaP do grupo |, em 2/11 metastases; a perda de 13q14-21,
em 5/8 CaP do grupo |, em 4/11 metastases; a perda de 15q12, em 2/8 CaP do grupo
I, em 2/11 metastases; a perda de 15921, em 6/8 CaP do grupo I, em 7/11
metastases; a perda de 18q11.2, em 3/8 CaP do grupo |, em 4/11 metastases. O
ganho de 2923 foi detectado em 4/8 CaP do grupo | e em 3/11 metastases; o ganho
de 8922, em 1/8 CaP do grupo | e em 3/11 metastases. Em resumo, este caso

apresentava alteracdes que foram detectadas entre os CaP do grupo |.

A Tabela 7 apresenta a comparagao entre os achados de ganhos e perdas
gendmicas entre as amostra do grupo | e |l pelas técnicas de HR-CGH e CGH-array.

As alteragcoes detectadas por HR-CGH para os CaP que evoluiram
favoravelmente (grupo Il) foram comparadas as dos CaP do grupo |, que evoluiram
para metastases, a fim de se avaliar quais eram as alteragdes comuns a ambos 0s
grupos, quais eram exclusivas de cada grupo e quais alteracdes estavam presentes
nos tumores primarios e se mantiveram presentes nas amostras de metastases. A
Figura 9 apresenta as regides minimas comuns e presentes em mais de 70% das
amostras de cada grupo. Podem ser observadas alteracbes comuns e exclusivas de
cada grupo.
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Tabela 7. Comparacao entre as alteragcoes de ganhos e perdas gendémicas entre as
amostras do grupo IP e Il resultantes das analises de HR-CGH e CGH-array.

CaP

PERDAS

GANHOS

Grupo |

1p32-33, 2435, 4p15.3-16, 5934-35,
6g24-25, 7p14-15, 7q34-35, 8q22-24.3,
9p21, 9932-34, 10922, 10924-26,
11g22-25, 12g22-24.3, 13q12-13,
14931-32, 15q22-26, 16p12-13.2,
16g22-24, 17q11.2-25, 18g22-23,
19p13.1-13.3, 19913.1-13.4, 20q13.1-
13.3, 22q11.2-q13

Grupo Il

1p31-34.1, 1p36.1, 2936, 4p15.2-16,
8p12, 8924.1-24.3, 9931, 9934, 10p12,
10022, 10024-26, 11q14-25, 12923-
24.3, 14931-32, 15q15, 15q22-26,
16p12-13.3, 16q12.1, 16022-24, 18q12-
21, 18g21-23, 19p13.3, 19913.3-13.4,
20p11.2-12, 20q13.1-13.3, 2122,
22q11.2-13

2p11.2, 3p12, 3q13.1, 4q12-13, 5912,
6912

Alteragdes comuns aos CaP dos grupos | e Il na analise de HR-CGH

Alteracdes exclusivas grupo | na anélise de CGH-array

Alteragdes exclusivas grupo Il na andlise de CGH-array
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CaPs
Grupol

Metastases
Grupol

1p32-33,7935, 9932,
12q22,17q11.2-25,
19p13.1-13.2,
19q13.1-13.2

2qg35,5q34-35,
6q24-25,7p14-
15,7q34,9p21,
13q12-13

8024,9q34,10g24-26,
11922-25,12q23-24.3,
14q32,15q22-24, 16pl12-
13.2,16q22-24,18q22-23,
19p13.3,19q13.3,22q13

4p15.3-16,10q22,
14931,15¢25-26,
19q13.4,20q13.1-
13.3,22q11.2-12

1p31,1p36.1,2q36, 3p12,
4p15.2,8p12,10p12, 3q13.1,

11q14-21,15q15, 4q12-13,
16p13.3,16q12.1, 6q12
18q12-21,20p11.2-12,

21q22

CaPs
Grupoll

Figura 9. Representacdo esquematica em diagrama de Venn apresentando as
alteragcées comuns entre as amostras de CaP que evoluiram para metastase (grupo 1),
as comuns entre todas as metastases, as comuns entre os CaP de bom prognéstico
(grupo 1l) e entre os grupos. Foram consideradas as altera¢des presentes em pelo
menos 70% das amostras de cada grupo. As regides cromossdmicas envolvidas em
perdas sdo mostradas em vermelho e as envolvidas em ganho, em verde.

Grupo Il

O grupo Il incluiu 10 amostras, dois diferentes focos de tecidos de cada um
dos cinco pacientes. Dessas, oito amostras de carcinoma apresentaram escore de
Gleason 7(3+4) ou 6(3+3) e duas eram neoplasias intraepiteliais prostaticas de alto
grau (PIN) de um mesmo paciente com CaP e escore de Gleason 8(3+5) (Tabela 2).
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Nesse grupo, foram detectadas inUmeras alteragcdes por HR-CGH, sendo que
as perdas foram cinco vezes mais frequentes que os ganhos. A Figura 5 (Anexo,
Tabela 1) apresenta as regides minimas comuns de perdas presentes em mais de
80% das amostras. Avaliando as alteragbes mais frequentes nas amostras de CaP
foram detectadas perdas em 1p32, 2p21, 3p14-22, 3q21-22, 3q24-25, 5p14-15.2,
5q31, 6p21.3, 7p21, 7922, 736, 8q13, 8g22-24.2, 9922-33, 10926, 11p15, 11924,
12p12, 12924.1, 15922-26, 16q13-23 e 21922 em 100% das amostras e ganhos em
4p13, 4912, 14912 e 14921 em 50%.

As amostras de PIN (caso 166) apresentaram perfil de alteragbes diferente dos
CaP, sendo observado maior numero de ganhos quando comparados aos CaP. As
regibes minimas de ganhos encontrados exclusivamente nas duas amostras de PIN
foram: 3p12, 5q11.2, 521, 8q11.2, 8q13-q21.1, 12p11.2-p13, 15926 € 21q11.2. Nao
foram observadas perdas genémicas exclusivas entre os PIN (Tabela 8).

Ao comparar as duas amostras de CaP de um mesmo paciente foi observada
uma similaridade de aproximadamente 50% entre as regides de perdas gendmicas,
essa concordancia ndo foi tdo expressiva entre os ganhos, variando de 0% a 6,8%.
Para as amostras de PIN houve uma similaridade de ~30% para perdas e de ~40%
para ganhos (Tabela 8).

Comparacoes entre os CaP dos Grupos |, 1l e lll

Ao verificar as alteracbes genémicas que diferenciavam os CaPs do grupo |
daqueles do grupo Il e considerando as alteragées que deveriam estar presentes em
pelo menos 70% das amostras de um grupo e ausentes no outro, foi observado que:

1. a perda de 7922 e de 13q12-13 eram alteragbes exclusivas das
amostras do grupo |,

2. ganhos de 7q11.2, 12q12-13 e 1321 eram alteragGes exclusivas das
amostras do grupo Il (Tabela 9; Figura 5).

Na comparacdo destes achados com aqueles do grupo lll, observou-se que o
caso 15F2 mostrou similaridade com os resultados das amostras do grupo Il, pelo
menos com relacdo a estas alteragdes que diferenciaram os dois grupos.
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Tabela 8. Regides minimas de perdas e ganhos comuns as duas amostras de cada

paciente do grupo Il detectadas por HR-CGH.

%
Amostras
concordancia

Perdas comuns

Ganhos comuns

47% das
perdas

15F2/15F3

1,5% dos
ganhos

1p31-p36.3, 1932-q42, 2p21-p23, 237, 3p14-
p21, 3p21-p24, 3p26, 3g21-924, 3¢26.1-
026.3, 3928, 4p15.3-p16, 5p14-p15.2, 5031-
933, 6p21.3-p22, 7p21, 7p22, 7q11.2, 7q22,
7032-036, 8p11.2-p23, 8q11.2-q13, 822-
024.3, 9p21, 9922-q34, 10q25-926, 11p15,
11q13-q14, 11923-q24, 12p12-p13, 12924.1-
024.3, 14924, 14932, 15q14-q15, 15q22-26,
16p11.2-p13.3, 16q12.2-q24, 17p11.2-p13,
17q12-g25, 18p11.2, 19p13.2-p13.3, 19913.2,
19q13.4, 20p11.2, 20q11.2-q13.1, 20q13.3,
21922, 22q11.2-q13

2931

58,9% das
perdas

48F2/48P3

0% dos ganhos

1p31-p36.3, 1922-g44, 2p12, 2p14-p23,
2q14.1-922, 2934-937, 3p14-p24, 3q13.3-
g26.2, 3927, 4p16, 4934, 5p13-p15.3, 5q13-
q14, 5g31-932, 6p12, 6p21.2-p22, 6q16-g22,
6024-925, 7p13-p22, 7921-q32, 7934-q36,
8p12-p22, 8q13-g24.2, 9p12-p23, 9921-q34,
10p12-p14, 10921-926, 11p11.2-p15, 11g13-
25, 12p12, 12q12-g24.2, 14922-924, 15q14-
26, 16p13.1, 16q12.1-923, 17922, 18p11.2,
18q11.2-922, 19p13.1, 19p13.3, 20p11.2-p12,
20g11.2-q13.1, 21g21-21g22

59,3% das
perdas

70F1/70F2

2,4% dos
ganhos

1p12-p13, 1p32-p36.3, 1921-922, 1932,
2p11.2-p12, 2p21, 2p24, 2q11.2-q14.1, 3p12-
p22, 3q13.2-g22, 3q24-q25, 3q28-q29, 5p12-
p15.3, 5q11.2-q31, 5033-q34, 6p21.2-p21.3,
612, 6q16, 7p11.2-p22, 7q11.2-922, 7936,
8p23, 8q11.2-g24.3, 9p13, 9921-934,
10p11.2-p15, 10g21-923, 10926, 11p11.2-
p12, 11p15, 11g12-q14, 11923-q24, 12p11.2-
p13, 12q12-924.1, 13q12-21, 13932-933,
14022-g32, 15q11.2-q14, 15q21-026,
16p11.2-p12, 16p13.3, 16q12.1-q24, 17p11.2-
p12, 17q12-921, 17q25, 18p11.3, 18q11.2-
q12, 18922-923, 19p13.1-p13.3, 19q13.1-
q13.2, 19913.4, 20p11.2, 20q11.2-q13.3,
21g21-922, 22q11.2, 22q13

4921

47% das
perdas

177P1/177P2

6,8% dos
ganhos

1p32, 2p14, 2p21, 2p23, 2q14.3-21, 2931-
432, 2934, 2936-937, 3p14-p24, 3q13.1-g25,
3927, 4923, 5p13-p15.3, 5q13-q14, 5q21-¢23,
5031-934, 6p21.3-p22, 6q16-21, 6323-925,
7p15-p21, 7921-936, 8p11.2-p23, 8q11.2-
g24.2, 9921-g34, 10g21-g26, 11p15, 11g24-
425, 12p12-p13, 12q13-924.1, 13q14-g21,
15q15-926, 16p11.2-p13.2, 16913-24,
17p13, 17q21-g22, 17q24, 21g22

4912, 6p25, 13q12
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1p12-p31, 121, 1931, 2924,

27,1% das -
: 5p14-p15.1, 5q31, 534, 8p12, 931-933, 2931, 3p12, 3q13.1-13.2,

r - - .
166F1/166E2 perdas 10q24, 10926, 11p14-p15, 1113, 1223- :p;g_p14, 424-925, 431.1,
q33-934, 5q11.2, 5921,
q24.3, 15q24-q25, 16p12-16p13.2, 16q22-
612, 8q11.2, 8q13, 8q21.1,
(PIN) 23, 17p11.2-p12, 17022-q23, 18921, (o012 10621 12911 2
19p13.2-p13.3, 19913.1-q13.2, 20p12, > : :
37% dos DOt 2131 22D 018 p13, 1212, 13q12-g31,
ganhos qtl-=qled, =qleq 14q11.2-q21, 15426,

21q11.2-921

Negrito: alteracdes exclusivamente comuns as duas amostras de PIN (Neoplasia
Intraepitelial de Préstata).
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Tabela 9. Regides minimas que diferenciam os grupos de CaP | e Il e 0 que foram
detectadas nos casos do grupo Ill. Em negrito estdo destacadas as regides minimas
presentes em mais de 60% das amostras de um grupo e ausentes no outro.

CaP Perdas Ganhos
7q11.2 (3/8), 7922 (5/8), 12q12-13
Grupo | -
(3/8), 13q12-13 (6/8) e 13921 (4/8)
7q11.2 (3/5), 7922 (1/5), 12q12-
Grupo |l - 13 (3/5), 13921 (3/5) e 13912-13
(1/5).
7q22 (8/8), 12q12-13 (7/8 —exceto | 7q11.2 (1/8 — 177F2), 12q12-13
o . 15F2), 13q12-13 (4/8 — 15F3, 48F2, | (1/8 — 15F2), 13q12-13 (3/8 —
rupo
P 70F1 e 70F2) e 13g21 (5/8 — 15F3, | 15F2, 177F1 e 177F2) e 13q21
70F1, 70F2, 177F1 e 177F2) (1/8 — 15F2)

Alteragdes exclusivas grupo I, também presentes na andlise de CGH-array

Alteracbes exclusivas grupo I, também presentes na analise de CGH-array

Validacao dos resultados de HR-CGH e CGH-array pela metodologia de qRT-PCR

Baseado nos achados da HR-CGH e na comparagéo com os dados de CGH-
array (n&o apresentados) entre os diferentes grupos de amostras foram selecionados
os genes ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e TOP2A mapeados nestas regides para
validagcado por RT-PCR quantitativa em tempo real (Figura 10). A escolha dos genes
candidatos a validacao se deu por analise in silico, permitindo a deteccao de todos os
genes mapeados na regiao (HTTP:/www.ncbi.nim.nih.gov/mapview/) e suas
respectivas fungdes. Para a regiao 1p36.1 foram incluidos 57 genes, dentre eles foi
escolhido um candidato, o gene ARID1A. A busca foi semelhante para os demais

genes selecionados, acrescida de revisdo em literatura.
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A Tabela 10 apresenta as regides gendmicas alteradas e o gene selecionado
para validacao por gRT-PCR. Os genes ARID1A, MTSS1 e NME1 possuem funcéo de
supressdo tumoral e os genes S100A4 e TOPZ2A estdo relacionados a funcao
oncogénica. Embora tenha sido observada perda em 17q por HR-CGH, por CGH-array
foi possivel detectar ganho de sequéncias do gene TOP2A (BAC RP11-139D23), que
foi entdo selecionado para validagdo. Os dados de expressdo génica foram
comparados com os parametros clinicos e histopatoldgicos.

1p36. 1=
ARID1A
~=1q21.2 17q12-21 =
S100A4
8024.1 == TOP2A
MTSS1 NME1

Figura 10. Ideogramas mostrando a localizagdo cromossémica dos genes
selecionados para validagdo por gRT-PCR. As setas vermelhas indicam as regides
envolvidas em perdas e a verde em ganhos, detectadas pela HR-CGH.
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Avaliacao da expressao génica por qRT-PCR

Ap0s a construcao das curvas-padrao foi calculada a eficiéncia de amplificacao
dos genes alvo ARID1A, S100A4, MTSS1, NME1 e TOP2A e dos genes endégenos
GAPDH e HPRT pela férmula: E=10"s"® QOs dados obtidos estdo descritos na
Tabela 11. As curvas-padrao, de amplificacdo e dissociagdo para esses genes estao
apresentadas nas Figuras 11, 12 e 13, respectivamente.

Os valores numéricos referentes a analise pela qRT-PCR dos genes ARID1A,
S100A4, MTSS1, NME1 e TOP2A e dos enddgenos nas amostras de préstata dos
grupos CaP, HNP e tecido adjacente ao tumor (Adj) estao apresentados na Tabela 12.
Os genes ARID1A, MTSS1, NME1 e S100A4 foram considerados diferencialmente
expressos nas amostras CaP e HPN quando os valores de QR eram = 2, genes
regulados positivamente (expressdo aumentada) e < 0,5, genes regulados
negativamente (expressdo diminuida) em relacdo aos tecidos prostaticos normais.
Para a analise de expressao do gene TOPZ2A foram considerados os limites diferentes
dos convencionados para 0s demais genes, pois este gene apresentou grande
dispersao de valores mesmo entre as amostras de préstata normal. Portanto, apds o
calculo da média, desvio padrdo e intervalo de confiangca dos valores de QR das
amostras controle, os valores normais de referéncia ficaram estabelecidos entre 0,26 e
3,36 e foi considerada expressdo aumentada quando QR = 3,66 e diminuida quando
QR <0,23.

Tabela 11. Determinacao da eficiéncia da qRT-PCR para os pares de iniciadores dos
genes alvo e enddgenos.

Gene Coeficiente de “Slope” Eficiéncia
linearidade

ARID1A 0,99 -2,97 2,17

S100A4 0,99 -3,32 2,00

MTSS1 0,99 -2,99 2,16

NME1 0,99 -3,42 1,96

TOP2A 0,99 -3,51 1,93
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GAPDH
HPRT

0,99

0,99

-3,29

-3,76

2,01

1,90
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Curvas padrao

ARID1A MTSS1

-
|
¥
I
I

NME1 S5100A4

|

E
|

TOP2A GAPDH

HPRT

Figura 11. Curvas-padrao dos genes alvo ARID1A (a), MTSS1 (b), NME1 (c), S100A4
(d), TOP2A (e) e endbgenos GAPDH (f) e HPRT (Q).
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Curvas de amplificacao

a) b)
ST T it | —
ARIDIA MTSS1
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NME1 S100A4
e) f)
| |
=
i
TOP2A GAPDH
g) — _
. /JGF_F-
W
7
S Fd
jv" : A 4
HPRT

Figura 12. Curvas de amplificagéo para os genes alvo ARID1A (a), MTSS1 (b), NME1
(c), S100A4 (d), TOP2A (e) e endégenos GAPDH (f) e HPRT (g). Estao apresentadas
as curvas de amplificagéo para as amostras 199, 200, 201, 202, 208F1, 208F3, SVO 1
e SVO 3.

98



Gambarini-Paiva, GHR RESULTADOS

Curvas de dissociacao
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Figura 13. Curvas de dissociagao para os genes alvo ARID1A (a), MTSS1 (b), NME1
(c), S100A4 (d), TOP2A (e) e endégenos GAPDH (f) e HPRT (g). Estao apresentadas
as curvas de dissociagao para as amostras 199, 200, 201, 202, 208F1, 208F3, SVO 1
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e SVO 3. A presengca de um pico Unico para cada amostra indica a amplificacao
somente do produto de interesse de cada gene.
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Analise da qualidade do RNA extraido das amostras em blocos de parafina

Embora a quantificacdo do RNA das amostras a fresco e em blocos de parafina
fosse similar, as amostras em parafina mostraram sinais de degradacdo. Apesar
destas condicdes foram realizados os experimentos de qRT-PCR para os mesmos
genes avaliados nas amostras a fresco (ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e TOP2A e
0 enddégeno GAPDH). Os genes NME1, S100A4 e TOP2A nao amplificaram num
subgrupo de amostras testadas. Por este motivo, foi dada continuidade ao
experimento apenas para os genes ARID1A e MTSS1, os quais amplificaram em todos
0Ss casos, exceto quatro (casos 74, 83, 85 e 91). Além destes casos, as amostras 22 e
65 foram excluidas da analise por apresentarem Ct médio (MCt) acima de 30 ciclos
para o gene enddgeno GAPDH. Esse nivel de amplificacdo do gene GAPDH, que
normalmente apresenta bom nivel de expressao, indicou que os resultados das qRT-
PCR para os genes alvo (geralmente com menor expressao que o endégeno), nestes

dois casos poderiam nado ser confiaveis.

Analise da expressao do gene ARID1A
Amostras a fresco

A expressdao do gene ARID1A foi detectada em 74/75 amostras de CaP
(amostra 18T foi excluida por ter sido detectada expressado tardia para o gene
enddégeno GAPDH utilizado no experimento, MCt>28 mesmo apds repeticoes do
experimento, portanto ndo pode ser considerada a expressdo dessa amostra para os
genes ARID1A, MTSS1, NME1 e S100A4), nas seis amostras de HNP e em 18/19
amostras de tecido prostatico ndo-neoplasico adjacente ao tumor (exceto a amostra
213, em que nao foi detectada a expressao deste gene, QR=0,00).

A analise da mediana dos QRs (Tabela 12) dos CaP revelou um aumento de
expressao do gene ARID1A (QR= 2,72) em relagcdo as amostras de préstata normais,
embora se tenha observado uma grande variacdo dos niveis de expressao (QR=0,08
a QR=58,53) entre os adenocarcinomas. As amostras de HNP ndo mostraram
diferencas quando comparadas a prostata normal (mediana de QR=1,75). Nas
amostras de tecido adjacente ao tumor houve também grande dispersdo dos valores
de expressao de ARID1A (QR=0,44 a QR=7,58; mediana de QR=2,12). A Tabela 13

apresenta a porcentagem de casos com expressao diminuida, normal ou aumentada
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dos genes avaliados e a Figura 14 mostra a representagdo grafica dos niveis de

expressao nos diferentes grupos de amostras (CaP, HNP e tecido adjacente) para os

genes avaliados.

Tabela 13. Padrdao de expressao dos genes ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e

TOP2A nas amostras avaliadas.

Expressao Génica CaP HNP Tec. Adj.
ARID1A

Diminuicao expressao (QR<0,5) 3 (4%) 0 2 (11%)
Expressao normal (QR>0,5 e <2,0) 18 (24%) 4 (67%) 7 (37%)
Aumento expressao (QR=2,0) 53 (72%) 2 (33%) 10 (53%)
Total 74 6 19
MTSS1

Diminuicéo expressao (QR<0,5) 6 (8%) 1 (17%) 1 (5%)
Expressao normal (QR>0,5 e <2,0) 37 (50%) 3 (50%) 10 (53%)
Aumento expressao (QR=2,0) 31 (42%) 2 (33%) 8 (42%)
Total 74 6 19
NME1

Diminuicéo expressao (QR<0,5) 10 (14%) 1 (17%) 4 (21%)
Expressao normal (QR>0,5 e <2,0) 42 (56%) 5 (83%) 12 (63%)
Aumento expressao (QR=2,0) 22 (30%) 0 3 (16%)
Total 74 6 19
S5100A4

Diminui¢éo expresséao (QR<0,5) 20 (27%) 0 1 (5%)
Expressao normal (QR>0,5 e <2,0) 38 (51%) 3 (50%) 10 (53%)
Aumento expressao (QR=2,0) 16 (22%) 3 (50%) 8 (42%)
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Total

TOP2A
Diminuicao expressao (QR<0,23)
Expressao normal (QR>0,23 e <3,66)

Aumento expressao total (QR=3,66)

QR >3,66e<5
QR>5e<10

QR>10e=<20
QR >20e <40
QR 240

Total

74

12 (16%)

61 (84%)

7 (10%)
24 (33%)
18 (25%)
8 (11%)
4 (5%)

73

2 (33%)

4 (67%)

3 (50%)

1 (17%)

19

6 (32%)

13 (68%)

2 (11%)
5 (26%)
2 (11%)
2 (11%)
2 (11%)

19

Quantificagao relativa (QR)
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Figura 14. Quantificagdo relativa (QR) dos genes avaliados nos CaP (n=74), HNP
(n=6) e tecido adjacente ao tumor (n=19) em relacdo a expressao em amostras de
préstata normais (SVO, n=2). Para os genes ARID1A (A), MTSS1 (B), NME1 (C) e
TOP2A (E) nao foram observadas diferencas significativas dos niveis de expressao
génica entre os diferentes grupos de amostras. Para o gene S100A4 (D e E) observa-
se uma tendéncia de diminuicdo da expressdo génica nos CaP em relagdo as
amostras de HNP e tecido adjacente ao tumor (P=0,054, teste de Mann-Whitney).
Existe diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de expressao de S100A4
nas amostas de CaP comparada as amostras agrupadas de HNP e tecido adjacente
(E) (P=0,021, teste de Mann-Whitney). As barras pontilhadas indicam os limites de
diminuicdo e aumento de expressao para cada gene analisado. Em cada grupo de
amostras, as barras indicam as medianas de QR.

Por HR-CGH foram observadas perdas em 1p36.1 presentes em 75% (6/8) das
amostras do grupo lll, em 63% (5/8) dos tumores primarios do grupo | e em 60% (3/5)
dos tumores do grupo Il. No entanto, por CGH-array, perdas genémicas de BACs
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contendo o gene ARID1A foram detectadas apenas em 1/6 (16,7%) amostras de tumor
primario do grupo | e em 2/6 metdstases (uma metastase em testiculo e uma em
linfonodo). Por outro lado, ndo foram observadas alteracbes nos tumores primarios

dos pacientes do grupo Il.

As analises em outro conjunto de amostras para validagao dos achados de HR-
CGH e CGH-array para expressdao do gene ARID1A mostraram diminuicdo da
expressao em apenas 3/74 (4%) amostras de CaP (34T, 38T e 176). O caso 34T, que
apresentou diminuicdo de expressao do gene (QR=0,17), ndo apresentou recidiva
bioguimica (PSA pés=0,05ng/mL) durante o seguimento clinico (36 meses). Este caso
apresentava baixo risco de recorréncia (escore de Gleason baixo e pT2a). Os outros
dois casos com diminuicdo de ARID1A apresentaram caracteristicas de mau
prognéstico, tais como: escore de Gleason e risco de recorréncia altos, recidiva
bioquimica (PSA pés > 0,2ng/mL) e presenga de metastase no caso 38T. Além disso,
a freqiiéncia de diminuicdo de expressao do gene foi maior no subgrupo de pacientes
(24 casos) que apresentaram recidiva bioquimica, detectada pelos valores de PSA
pbs-prostatectomia (20,2ng/mL). Dentre os pacientes com recidiva bioquimica, 8%
(2/24) mostraram diminuicdo de expressado do gene ARID1A (QR=0,08 e QR=0,28).
Sete das 24 amostras (29%) mostraram expressao normal.

Pelo fato da andlise de CGH-array ter permitido a identificagdo de perda do
gene ARID1A no subgrupo de pacientes com tumores primarios que evoluiram para
metastase e nas amostras metastéticas e estar ausente nos casos de pacientes que
apresentaram prognéstico favoravel, foi avaliado se os niveis de ARID1A estavam
associados com pior prognéstico da doencga. Para tanto, foi realizada analise de
associagao entre os niveis de ARID1A (baixo, normal e alto) e a presenga ou auséncia
de recidiva bioquimica. Numa primeira andlise foram excluidos os pacientes com PSA
pds-cirargico <0,2ng/mL e com menos de 12 meses de seguimento clinico. Os
resultados ndo mostraram associagdo significativa entre os niveis de ARID1A e
recidiva bioquimica (n=65, P=0,0798, teste de Fischer) (dados ndo apresentados).
Numa segunda andlise foram excluidos os pacientes com PSA poés-cirurgico
<0,2ng/mL (sem recidiva bioquimica) e com menos de 24 meses de seguimento
clinico. Esta andlise mostrou uma associagdo estatisticamente significativa entre a
expressao normal ou diminuida de ARID1A (QR<2,0) e recidiva bioquimica (n=54,
P=0,0223, Odds Ratio - OR=5,40 Intervalo de confianca — 1Cgs,,=1,26-23,05, teste de
Fischer). A expressdo normal ou diminuida de ARID1A foi detectada em 38% dos
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casos com recidiva (9/24) e em 10% (3/30) dos pacientes sem recidiva bioquimica até
o ultimo seguimento clinico (PSA<0,2ng/mL).

Na comparacao entre as amostras obtidas de um mesmo paciente (casos 88,
205, 208, 211, 213, 214 e 218) foram observadas diferencas quanto ao nivel de
expressao em cada tipo de amostra, conforme pode ser observado na Tabela 14 . Nao
foi observado aumento de expressdao do gene ARID1A nos tumores quando
comparados com as amostras de tecido adjacente ou HNP do mesmo paciente. Em
4/5 amostras pareadas de CaP e tecido adjacente ou CaP e HNP (casos 88, 205, 213,
217 e 218) o tecido adjacente ao tumor ou o0 HNP mostraram expressdo aumentada de
ARID1A, enquanto que todos os tumores apresentaram valores normais de
expressao. A unica excegdo ocorreu no caso 213, em que ndo foi detectada a
expressao de ARID1A no tecido adjacente ao tumor (embora o gene enddgeno tenha
apresentado amplificacdo); enquanto que o CaP e a HNP mostraram niveis normais
de expressdo. Este paciente apresentava um tumor com caracteristicas mais
agressivas, escore 8 de Gleason, pT3a, sendo que o fragmento de tumor analisado
pela qRT-PCR apresentava um valor de Gleason menor (6, com areas 5; Tabela 14).

Os niveis de expressdao do gene ARID1A nos tumores foram avaliados
segundo cada um dos parametros clinico-histopatolégicos isolados (escore de
Gleason, pTNM, PSA pré e pos-cirurgico, risco de recorréncia, invasao angiolinfatica,

extensdo extra prostatica, comprometimento de margem cirdrgica) (Tabela 14).

Foi observada associagao significativa entre os niveis de expressao de ARID1A
nos subgrupos de pacientes com e sem recidiva bioquimica, detectada segundo os
valores de PSA pds-cirurgico. Tumores com menores niveis de expressao do gene
foram mais freqlientemente associados com recidiva bioquimica (PSA=0,2ng/mL) pds-
prostatectomia. Esta associacdo foi observada em trés analises diferentes. Na
primeira, todos os pacientes foram incluidos (n=71, P=0,0355). Na segunda analise
foram excluidos os pacientes com PSA<0,2ng/mL e menos de 12 meses de
seguimento clinico (n=65, P=0,0241). Na terceira analise foram excluidos os pacientes
com PSA<0,2ng/mL e menos de 24 meses de seguimento (Figura 15, n=54, P=
0,0074).
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Figura 15. Andlise da expressao de ARID1A nas amostras de CaP com e sem recidiva
bioguimica de acordo com os valores do PSA pds-cirargico (n=53). Nesta analise
foram excluidos os pacientes com PSA<0,2ng/mL e menos de 24 meses de
seguimento. Observam-se diferencas significativas entre os niveis de expressao
génica dos grupos que apresentaram PSA po6s <0,2ng/mL e 20,2ng/mL (P=0,0074,
teste de Mann-Whitney).

Adicionalmente, foi avaliado se os niveis de expressao do gene estavam
associados com o tempo de sobrevida livre de doenca (SLD). As curvas de sobrevidas
foram construidas de acordo com os padroes de expressao de ARID1A (expressao
diminuida, normal e aumentada) nos grupos de pacientes com e sem recidiva
bioquimica. Novamente, foram realizadas trés andlises diferentes. Na primeira andlise
foram considerados todos os pacientes (n=71) e se observou uma tendéncia a
associacao entre os niveis de expressado de ARID1A e o tempo de sobrevida livre de
doenca (P= 0,0299, Teste de Logrank, Figura 16A). Como se pode notar, os
comportamentos das curvas de sobrevida dos pacientes com expresséao diminuida do
ARID1A (QR<0,5) ou normal (0,5<QR<2.0) sdo muito semelhantes, por este motivo
nas analises posteriores estes pacientes foram reagrupados (QR<2,0). Nas outras
duas anadlises foram excluidos os pacientes com PSA<0,2ng/mL e com seguimento
clinico menor que 12 meses e 24 meses, respectivamente. Os resultados mostraram
que os niveis aumentados de expressao de ARID1A estao associados com evolucao
clinica favoravel dos pacientes, com aumento do tempo de sobrevida livre de doenca.
Os pacientes com niveis normais ou baixos de ARID1A mostraram um risco 2,336
maior de recidiva bioquimica (n=65; P= 0,0365, Hazard Ratio - HR=2,336,
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ICgys2,=1,070-7,920) na analise excluindo o grupo de pacientes sem recidiva bioquimica
e seguimento clinico menor que 12 meses (Figura 16B). Na analise onde foram
excluidos os pacientes sem recidiva bioquimica avaliada por menos de 24 meses
(Figura 16C), niveis normais ou baixos de ARID1A foram associados com maior risco
de recidiva bioquimica (n=54; P=0,0131; HR=2,706; ICgs,= 1,320-10,70). As medianas
de sobrevida foram de 17 meses para 0s pacientes, cujos tumores apresentavam
expressao do transcrito normal ou diminuida e de 72 meses para os pacientes com

expressao aumentada.

P=0,0365 P=0,0131

[}
Bobrevida Livre d
di

Gobrevid

Seguiments {meses| S guistbnty [mases) SeguImento [meses)

Figura 16. Curvas de sobrevida livre de doenca (SLD) de acordo com os niveis de
expressao do gene ARID1A nas amostras de CaP. (A) SLD dos pacientes (n=71) nos
grupos de tumores com expressdao de ARID1A diminuida (QR<0,5), normal
(0,5<QR<2,0) e aumentada (QR=2,0). Observa-se uma tendéncia a associacao entre
0s niveis diminuidos ou normais de ARID1A com menor tempo de SLD (P=0,0299;
Teste de Logrank). (B) e (C) SLD dos pacientes com tumores expressando niveis
diminuidos ou normais (QR<2,0) e aumentados (QR=2,0) de ARID1A, excluindo os
pacientes sem recidiva bioquimica com seguimento clinico inferior a 12 meses (B) e
inferior a 24 meses (C). Observa-se associagao estatisticamente significativa entre
niveis diminuidos ou normais de ARID1A e menor tempo de SLD tanto em B quanto
em C (Teste de Logrank).

Os niveis de transcritos de ARID1A foram avaliados nos tumores de acordo
com os escores de risco, segundo as caracteristicas clinico-histopatologicas (escore
de Gleason, invasao angiolinfatica, extensdo extra-prostatica, comprometimento de

margem cirurgica e PSA pds-cirargico) (Tabela 14). Nao foram observadas diferengas
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significativas entre os niveis de ARID1A nas amostras de CaP nos diferentes
agrupamentos (P=0,49; Anova, teste de Kruskal-Wallis).

Amostras fixadas e em blocos de parafina

A analise da expressédo do gene ARID1A (Tabela 15) nas amostras de CaP
obtidos de blocos de parafina apresentou nivel de expressao aumentado para 13/14
(93%) amostras (mediana = 7,11). No entanto, s6 foi utilizada uma amostra de préstata
normal em parafina (SVO3) para os calculos de quantificacao relativa do gene ARID1A
nas amostras de tumor, uma vez que nao foi obtido um padrdo de amplificacdo de
qualidade na outra amostra controle. Como nao foi possivel detectar a variacao
biologicamente normal da expressdao do gene em diferentes tecidos prostaticos
normais, é possivel que os valores de expressao relativa deste gene nos tumores nao
reflitam os valores reais. Desta forma, optou-se por nao incluir essas amostras nas
andlises agrupadas.
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Analise da expressao do gene MTSS1

Amostras a fresco

A expressao do gene MTSST1 foi detectada em todas, exceto uma amostra de
CaP. Embora os niveis de expressdao de MTSS1 nas amostras de CaP apresentassem
grande variagdo (QR=0,09 a QR=42,70), a mediana das QR das amostras nao
mostrou diferengca importante em relacdo a expressdo das amostras de préstata
normais (mediana QR=1,60). As amostras de HNP nao mostraram diferenca no nivel
de expressdo do MTSS71 quando comparados a préstata normal (mediana de
QR=1,50). No grupo de amostras de tecido prostatico adjacente ao tumor foi verificada
uma grande dispersao dos valores de expressao do MTSS71 (QR=0,5 a QR=28,74),
sendo a mediana de QR =1,41 (Tabela 12 e Figura 14). Semelhante ao observado na
andlise de ARID1A, as amostras de CaP apresentaram um perfil de expressdo do
MTSS1 similar as amostras de tecido adjacente ao tumor. Os dados de expressao do
gene MTSST estao apresentados na Tabela 13.

Por HR-CGH foram observadas perdas envolvendo a regido cromossOGmica
8924.1 em 75% (6/8) das amostras de CaP e 64% (7/11) das metastases do grupo I,
em 80% (4/5) dos CaP do grupo Il e em todas as amostras de CaP do grupo Il (n=8).
Com relagao aos resultados da CGH-array (dados ndo apresentados), a perda do BAC
contendo este gene foi detectada em 4/6 amostras de tumores primarios e em 3/6
metastases pertencentes ao grupo I. Por outro lado, no grupo de pacientes com

evolucéo clinica favoravel (grupo Il) ndo foi observada alteragéo neste gene.

As analises foram realizadas de forma semelhante a descrita para o gene
ARID1A. Apenas 8% (6/74) dos tumores prostaticos apresentaram expressao
diminuida de MTSS1. Dentre os pacientes com recidiva bioquimica (PSA pés-
cirurgico20,2ng/mL), 8% (2/24) mostraram diminuicdo de expressao do gene MTSS1
(QR=0,18 e QR=0,09) e 54% (13/24 amostras) mostraram expressao normal. Dentre
0s casos com tumores com diminuicdo de expressdo do gene e sem recidiva
bioguimica, dois (casos 213 e 217) apresentam seguimento clinico de 4 e 12 meses,
respectivamente, e um esta sendo acompanhado ha 36 meses (caso 34T). Este ultimo
€ 0 mesmo caso com diminuicdo de expressdao do gene ARID1A, comentado
anteriormente. Além disso, o caso 51T nao foi incluido nessas analises, apesar de
apresentar expressao diminuida de MTSS1, por ndo haver informacdo do PSA pos-

cirurgico disponivel.
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A comparagao entre o padrao de expressdo do gene MTSST (expressao
normal ou diminuida) nos grupos com e sem recidiva bioquimica ndo foi
estatisticamente diferente. Expressdo diminuida ou normal de MTSS1 foi detectada
em 63% dos casos com recidiva (15/24) e em 53% (16/30) dos pacientes sem recidiva
bioguimica. Nesta andlise foram excluidos os pacientes com PSA pés-cirurgico
<0,2ng/mL e com menos que 24 meses de seguimento clinico.

O padrao de expressdao do MTSST?1 foi comparado com cada um dos
parametros clinicos-histopatolégicos isolados e também com os escores de risco.
Dentre todos os fatores analisados, o Unico que mostrou resultados estatisticamente
significativos foi o PSA pos-cirdrgico. Observou-se uma tendéncia a associagéo
(P=0,0564) entre menores niveis de transcritos de MTSS1 e PSA pds-cirtrgico
elevado (20,2 ng/mL) para o grupo total de pacientes (n=71). Quando foram excluidos
os pacientes sem recidiva bioquimica (PSA<0,2ng/mL) e os pacientes com seguimento
clinico inferior a 12 meses, o poder estatistico foi maior (P=0,0450). A expressao
génica diminuida foi prevalente em pacientes com recidiva bioquimica (seguimento

clinico superior a 24 meses) (P=0,0376, Figura 17).

A comparagdo entre as diferentes amostras de um mesmo paciente revelou
diferencas quanto ao nivel de expressdao (Tabela 14). Todos os carcinomas de
préstata revelaram expressdo diminuida do transcrito quando comparados com as

amostras de tecido adjacente.

P=0,0376
1004 ' ‘

QR MTSS1

0.14 "

0.01

<0,2 ngifml 20,2 ngiml
PSA pos-cirargico
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Figura 17. Andlise da expressédo de MTSS1 nas amostras de CaP com e sem recidiva
bioguimica de acordo com os valores do PSA pdés-cirargico, excluindo-se as amostras
com valores de PSA<0,2ng/mL e com seguimento clinico inferior a 24 meses (n=53).
Foram observadas diferengas significativas entre os niveis de expressao génica entre
os dois grupos (P=0,0376, teste de Mann-Whitney).

Nao foi observada associacao entre os niveis de expressao do gene MTSS1 e
o tempo de sobrevida livre da doenga (P=0,5240, teste Logrank, Figura 18). As curvas
de sobrevida dos grupos com expressdao normal ou aumentada de MTSS7 foram
semelhantes entre si e diferentes da curva do grupo com expressao diminuida do
gene. As demais andlises ndo mostraram associagdo estatistica entre os niveis de
MTSS1 e tempo de SLD nos pacientes com CaP, mesmo quando excluidos os

pacientes sem recidiva e com seguimento clinico em curto prazo.

P=0,5240

25 L

Sobr

Seguimento (meses)
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Figura 18: Curvas de sobrevida livre de doenca (SLD) de acordo com os niveis de
expressdo do gene MTSST nas amostras de CaP (n=71). Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos comparados (P=0,5240, teste de Logrank).

Amostras fixadas e em blocos de parafina

A analise da expressao do gene MTSS1 realizada nas amostras em blocos de
parafina, utilizou como calibrador as duas amostras de SVO (3 e 4, em parafina). Foi
observado um aumento de expressao em 8/15 (53%) amostras e diminuicao para 4/15
(26%) (Tabela 16). Em amostras a fresco foi detectado um aumento de expresséao em
42% e diminuicdo em 8% (Tabelas 12 e 13). A mediana da expressdo do gene
MTSS1 nas amostras validas de CaP parafinadas foi de 1,51 muito préxima a mediana
da expressao deste gene nas amostras de CaP a fresco (1,60) (Figura19).
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Figura 19. Quantificacao relativa (QR) do gene MTSS71 em amostras CaP obtidas a
partir de tecido fixado e em blocos em parafina, CaP a fresco, HNP e tecido adjacente
ao tumor em relacdo a expressdo em amostras de préstata normais. As barras
pontilhadas indicam os limites de QR=0,5 e QR=2,0. As barras em cada grupo de
amostras indicam as medianas de QR.

Com base nas semelhancas entre os niveis de expressao génica nas amostras
de CaP a fresco e em parafina, foram realizadas as mesmas analises com relacdo aos
parametros clinico-histopatolégicos isolados e agrupados (escores) considerando
todas as amostras (material fresco e parafinado) no grupo CaP. Nao foram observadas
diferencas significativas nestas comparagdes, nem mesmo se manteve a associacao
significativa entre recidiva bioquimica (PSA pos-cirargico=0,2ng/mL) e niveis mais

baixos do transcrito.

Analise da expressao do gene NME1

A expressao do gene NMET1 foi detectada em 74/75 amostras de CaP, em seis
amostras de HNP e em 17/19 amostras de tecido prostatico adjacente ao tumor. As
amostras de tecido adjacente 213 e 214, ndo apresentaram expressdo do gene,
embora tenha sido observada amplificagédo tardia do gene endégeno GAPDH (Tabela
12).
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As amostras de HNP mostraram diminuicao no nivel de expressdo do gene
NME1 em relacdo as amostras de tecido adjacente ao tumor e aos CaP (mediana de
QR=0,77), porém sem significancia estatistica. Houve grande variagcdo nos niveis de
transcritos de NME1 nas amostras de CaP (QR=0,02 a QR=11,35), entretanto a
mediana dos QRs das amostras CaP (QRmes= 1,16) né&o apresentou diferenca
significativa em relacdo as amostras de prostata normais. Foi verificada dispersdo nos
valores de expressao do gene NME1 no grupo de tecido adjacente ao tumor (QR=0,00
a QR=8,34), sendo que mediana de QR foi de 1,13. Semelhante ao observado para os
genes ARID1A e MTSS1, o perfil de expressdo do NME71 no tecido prostatico
adjacente ao tumor foi similar ao detectado nas amostras dos carcinomas (Tabela 12
e Figura 14).

Perdas envolvendo 17q foram detectadas por HR-CGH em 88% (7/8) das
amostras de CaP e nas 11 metastases do grupo |, em 60% (3/5) dos CaP do grupo Il e
em 88% (7/8) dos CaP do grupo lll. Os resultados de CGH-array mostraram perda em
3/4 amostras de carcinoma de préstata (75%) de diferentes localizacées de dois
pacientes (grupo lll analisado na plataforma oligonucleotideos de 19K). Este gene nao
estava representado na plataforma de BAC HB68 (6K) onde foram analisadas as
amostras dos grupos de pacientes | e Il. A analise por qRT-PCR do gene NMET
mapeado nesta regido cromossdémica revelou diminuicdo da expressao de NME1 em
14% dos CaP e aumento em 30% (Tabela 13).

Os carcinomas de préstata mostraram expressao diminuida de NME1 quando
comparados ao tecido adjacente do mesmo paciente, com excecao do tecido
adjacente do caso 213 onde ndo foi detectada a sua expressao. Por outro lado, a
maioria das amostras de HNP ndao mostrou expressao alterada do gene, com excegao
do caso 160 (QR=0,43, Tabela 14).

A analise da expressdo do NME1 comparada com cada um dos parametros
clinico-histopatoldgicos isolados ou agrupados em escores ndo revelou diferencas
significativas (Tabela 14). Além disso, ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre 0s niveis normais e diminuidos de expressdo génica e recidiva bioquimica,

tampouco com nas andlises de sobrevida livre de doenca.

Analise da expressao do gene S100A4
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A expressdo do gene S7100A4 foi detectada em 74/75 CaP e em todas as
demais amostras analisadas. Os niveis de expressao e as medianas para cada grupo
de amostras estdo apresentados na Tabela 12. A porcentagem de casos com
aumento, diminuig&o e niveis normais de expressao de S7100A4 nos diferentes tecidos
pode ser visualizada na Tabela 13. No caso dos carcinomas de préstata, 27% (20/74)
apresentaram diminuicdo de expressao e 22% (16/74) aumento. Por outro lado, nas
amostras de tecido adjacente, apenas 5% (1/19) mostrou diminuicdo de expresséo e
42% (8/19) aumento. Os niveis do transcrito detectados nos CaPs mostraram-se
marginalmente significantes em relacdo ao tecido adjacente (P=0,054). Quando os
tecidos adjacentes e hiperplasias foram agrupados, foi observado que os CaP
apresentaram diminuicdo significativa de expressdo do gene S7100A4 (P= 0,021)
(Figura 14).

As amostras de um mesmo paciente apresentaram diferencas quanto ao nivel
de expressao (Tabela 14). As amostras de HNP apresentaram expressao aumentada
em comparacdo com o tecido adjacente do mesmo paciente; por outro lado, a
expressao nos carcinomas de préstata, em relagdo as amostras de tecido adjacente e
HNP, ndo se mostrou diferente.

Ganhos envolvendo a 1g21.2 foram detectados por HR-CGH em 38% (3/8) dos
CaP e em 55% (6/11) das metastases do grupo |, em 20% (1/5) dos CaP do grupo Il e
em 25% (2/8) dos CaP do grupo lll. A andlise da expressao do gene S100A4 mapeado
nesta regido mostrou que 22% dos CaP apresentaram aumento da expressao.

Por outro lado, perda em 1g921.2 (HR-CGH) foram observadas em 50% (4/8)
dos CaP e em 9% (1/11) das metastases do grupo | e em 50% (4/8) dos CaP do grupo
[ll. A analise da expressdo de S7100A4 por qRT-PCR mostrou que 27% dos CaP
apresentaram diminui¢cdo de expressao. Os resultados de CGH-array mostraram perda
do BAC que continha a familia dos genes S7100 em 2/4 (50%) amostras de tumores
priméarios do grupo Il, ou seja, que evoluiram sem recorréncia ou metéstase; e perda
de 1/4 amostras (25%) de tumor primario no grupo de pacientes que desenvolveram
metastase (grupo ).

Na comparagdo com os parametros clinico-histopatoldgicos, foi encontrada
uma associagao significativa entre os niveis aumentados de expressao de S100A4 em
tumores que apresentaram extensdo extra-prostatica (Figura 20A) (P=0,020;
OR=5,66, 1Cqs,=1,171-27,37, teste de Fisher). Aumento de expressao de S7100A4 foi
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observado em 30% (13/44) dos pacientes com extensao extra-prostatica comparado a
7% (2/29) dos pacientes sem extensdo extra-prostatica.

Quanto aos parametros agrupados em escores, foi observado que os tumores
com a presenca de pelo menos um fator de pior prognostico (escore de 1 a 5)
apresentaram maior expressao de S7100A4 em relacao as amostras de CaP com
auséncia de qualquer fator de risco (escore zero, indicativo de bom progndstico)
(Figura 20B).

Nao foram observadas diferencas significativas quando os niveis de S7100A4
foram comparados nos grupos com e sem recidiva bioquimica. A analise de sobrevida
livre de doenga também nao mostrou associacao com a expressao de S100A4.

A B
100 P=0,008 1001 P:0,048
5 . i i
< n . S 104 .
= S ]
E -
v ol 2 stita
; e I ................................ ‘.&:‘ ..........
g e gt o " - Lasaast
- S s HYTHN
. w H iy
0. 01
fresante Aliserite 0 1-5
Extensdo extra prostatica Escores

Figura 20. Andlise da expressao de S7100A4 nas amostras de CaP em relagdo as
caracteristicas clinico-histopatolégicas. A) CaPs com extensdo extra-prostatica
apresentaram maiores niveis de S100A4 em relagcao a auséncia desta caracteristica
(P=0,008, teste de Mann-Whitney). B) Caracteristicas clinico-histopatol6gicas
agrupadas em escores, revelando que a presenca de pelo menos um fator de pior
prognostico esta relacionado a niveis mais altos de expressao do gene (P=0,048, teste
de Mann-Whitney). As barras pontilhadas indicam os limites de QR=0,5 e QR=2,0. As
barras em cada grupo de amostras indicam as medianas de QR.
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Analise da expressao do gene TOP2A

Para a analise de expressdo do gene TOPZ2A foram considerados limites
diferentes dos adotados para os demais genes (ganho: QR = 2,0 e perda: QR < 0,5),
pois houve uma grande dispersdo nos valores de expressdo desse gene para as
amostras controle (SVO). Por este motivo foi calculada a média e desvio-padréao dos
controles. Os valores de referéncia para este gene foram estabelecidas em QR = 3,66
para expressao aumentada e QR < 0,23 para expressao diminuida (Tabela 12).

A expressao do gene TOPZ2A foi detectada em 73/75 amostras e em todas as
demais amostras analisadas. As amostras CaP, HNP e tecido adjacente mostraram
aumento no nivel de expressdo do gene TOP2A em relagdo as amostras normais
(Figura 14). Houve grande variagdo da expressao dos transcritos de TOP2A nas
amostras de CaP (QR=0,70 a QR=70,52), entretanto, a mediana dos QRs apresentou
aumento em relagdo as amostras de préstata normais (mediana QR=8,20). Foi
verificada uma grande dispersao nos valores de expressao do gene TOP2A no grupo
de tecido adjacente ao tumor (QR=1,44 a QR=120,68) (mediana de QR=5,76).
Semelhante ao observado para os genes ARID1A, MTSS1 e NME1, o perfil de
expressao no tecido prostatico adjacente ao tumor foi similar ao detectado nas
amostras dos carcinomas. As amostras de HNP também apresentaram expressao
aumentada do transcrito TOP2A (mediana dos QR=13,38).

A porcentagem de casos com aumento € com niveis normais de expressao
estdo relacionados na Tabela 13. Ndo foi observada diminuicdo da expressao de
TOP2A em nenhuma amostra.

A avaliacdao por CGH-array para o gene TOPZ2A apontou ganhos em uma
amostra de um total de 4 avaliadas, sendo duas amostras de cada paciente (grupo I,
analisado na plataforma de 19k7.1 single-spotted microarrays), em 1/4 amostras de
carcinoma prostatico do grupo Il (boa evolucéo, caso P29) e em 1/6 amostras de CaP
e em 1/6 metastases dos pacientes do grupo | avaliados na plataforma BACs HB68
(6k). Por HR-CGH nao foram detectados ganhos significativos na regido
cromossOmica 17q12-21, entretanto, a amostra P29 também apresentou ganho de
17g12-21, confirmando o resultado de CGH-array. Pela analise de expressao 84% dos
CaPs apresentaram expressdao aumentada de TOPZ2A, sendo que 41% apresentou
alto nivel de expressao (QR>10).
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Na comparagédo entre as diferentes amostras de um mesmo paciente foram
observadas diferengas quanto ao nivel de expressao, conforme pode ser observado
na Tabela 14. Em geral os CaPs apresentaram expressdao mais alta que tecido
adjacente ao tumor e HNP do mesmo paciente. A comparagédo entre HNP e tecido

adjacente mostrou que estes tiveram niveis mais altos que aqueles.

Com relagdo aos parametros clinico-histopatolégicos isolados ou agrupados
em escores considerados nesse estudo, foi encontrada associagao positiva entre os
niveis de expressao de TOP2A e escores de Gleason (Figura 21). Os tumores com
escores de Gleason mais altos também apresentaram o0s niveis mais altos de
expressao de TOP2A (Tabela 17). A Figura 21C mostra uma representacao grafica
dos niveis de TOP2A e sua distribuicdo de acordo com escore de Gleason baixo ou
alto. Observa-se que todos os tumores com niveis mais baixos de TOP2A (categorias
0 e 1, ou QR<5) apresentavam escore de Gleason baixo. Por outro lado, todos os
tumores com os maiores niveis de TOP2A (categoria 5, ou seja, QR=40) apresentam
escores de Gleason alto.
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Figura 21. Andlise da expressao de TOP2A com relagdo ao escore de Gleason nas
amostras CaP. A) Foram agrupados os CaPs com escores de Gleason baixo
(menores que 7=3+4) e alto (maiores que 7=4+3) revelando diferenca significativa
(P=0,0061, teste Mann-Whitney). B) A andlise da expressao considerando escores de
Gleason 5 e 6, 7 (3+4 e 4+3, separadamente) e 8 e 9.mostra que os niveis mais altos
de expressao génica foram detectados nos CaP com escores de Gleason mais altos
(P=0,006, ANOVA, teste de Kruskal-Wallis). C) Os niveis de expressdao do TOP2A
foram categorizados de 0 a 5 e em cada categoria foram considerados escores baixo
(menores que 7=3+4) e alto (maiores que 7=4+3):

0 =QR<3,66

1 =QR=2=3,66 <5
2 =QR25<10

3 =QR=10<20

136



4 =QR=20<40
5 =QR=240
Esta representagéo gréfica revela que todos os tumores com niveis mais baixos de

TOPZ2A (categorias 0 e 1) apresentavam escore de Gleason baixo enquanto que todos
0s tumores com os maiores niveis de TOP2A (categoria 5) apresentam escores de
Gleason alto. As barras em cada grupo de amostras indicam as medianas de QR.
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DISCUSSAO

HR-CGH

No presente estudo foram observadas perdas e ganhos em todas as 22
amostras de CaP estudadas, sendo observado um maior nimero de alteracdes
envolvidas em perdas do que em ganhos genOmicos. Estes achados sao
concordantes com os descritos por Ribeiro et al. (2006). Os autores avaliaram
51 amostras de CaP primarios por HR-CGH e utilizaram como referéncia uma
biblioteca de 10 casos normais (110 metafases) para delimitar o intervalo de
confianga. Foram observadas perdas em 43% dos casos (22/51) e ganhos em
apenas 10% (5/51) dos casos.

Resultados utilizando CGH cromossémico em carcinomas de prostata
revelam perdas gendémicas frequentes em 8p, 13q, 16 e 18q (Cher et al., 1994,
1996; Joos et al., 1995; Visakorpi et al., 1995; Nupponen et al., 1998a; 1998b;
Virgin et al., 1999; Fu et al., 2000; Alers et al., 2001; Chu et al., 2001; Pan et
al., 2001; Rékman et al., 2001; Zitzelsberger et al., 2001; Beheshti et al., 2002;
Kasahara et al., 2002; Steiner et al., 2002; Wolter et al., 2002a; 2002b; Chu et
al., 2003; Kraus et al., 2003; Wolf et al., 2004; Yano et al., 2004; Kasahara et
al., 2005). Perdas nos cromossomos 19, 20, 21q e 22q também sao relatadas,
mas em menor frequéncia (Cher et al., 1994, Visakorpi et al., 1995; Joos et al.,
1995; Nupponen et al., 1998a; 1998b; Alers et al., 2001; Chu et al., 2001;
Wolter et al., 2002a; Kraus et al., 2003).

Os resultados obtidos na presente investigacdo revelaram perdas
freqUentes dos cromossomos 1p, 2, 3q, 4p, 59, 7, 8, 99, 10q, 11q, 129, 14q,
15q, 16q, 17, 18qg, 19, 20q e 229 em 18 dos 22 casos avaliados (80%,).
Visakorpi et al (1995) relataram uma freqUéncia de perda cinco vezes mais
freqiente do que os ganhos. As alteragdes descritas pelos autores (8p, 13q,
69, 189, e 9p em frequéncias variaveis de 16 a 32%) também foram
observadas no presente estudo, porém em freqiéncias aproximadas a 50%
dos casos. A diferenca entre as duas analises é que o presente estudo usou
HR-CGH que apresenta uma resolugdo muito maior na deteccédo de perdas e
ganhos gendmicos. Shoumans et al. (2004) demonstraram que a HR-CGH

pode ser usada para detectar dele¢des inferiores a 1,8Mb, entretanto, em
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alguns casos rearranjos >5Mb n&o sao detectados. Duplicacdes heterozigotas
sdo mais dificeis de serem detectadas do que delecdes, pelo fato da razao
verde:vermelho para as duplicacbes ser de 3:2 enquanto que para dele¢des ser
de 1:2. A resolugdo da HR-CGH ¢é variavel e pode depender da regido
cromossémica envolvida. Variagdes nas condicdes da hibridacao, bem como a
condensacao cromossémica e a presenca de seqUéncias repetitivas, podem
interferir na qualidade da CGH, ndo permitindo a detecgdo de determinadas
alteracdes gendmicas.

A delecdo em 8p é a alteracdo genética mais comumente relatada no
cancer de prostata e tem sido descrita como uma alteracdo inicial da
tumorigénese prostatica, por ser um achado frequente em PIN (Emmert-Buck
et al.,, 1995, Huang et al,, 1996; Hughes et al., 2006). Em nosso estudo, foi
detectada perda da regidao minima 8p12 em 70% dos CaP do grupo Il e
8p11.2-23 em 70% dos CaP do grupo lll. A andlise de CGH-array confirmou a
perda de 8p12 como sendo uma alteragdo presente nos CaP do grupo Il e
ausente nos CaP do grupo I. He et al. (1997) mapearam em 8p21 o0 gene
NKX3.1, o qual apresenta uma agéo especifica na préstata em humanos, é
regulado por andrégenos e essencial para o desenvolvimento normal da
prostata. A NKX3.1 é uma proteina de ligacdo ao DNA, cuja fungao € reprimir a
expressao do gene PSA (Chen et al. 2002). Bowen et al. (2000), analisaram a
expressao dessa proteina por imunohistoquimica em tissue microarrays e
relataram a sua auséncia completa em 5% das hiperplasias prostaticas
benignas, 20% das lesdes intra epiteliais prostaticas, em 6% dos CaP de baixo
grau, em 34% dos CaP independentes de andréogenos e em 78% das
metastases de CaP. Os autores concluiram que a auséncia de expressao da
NKX3.1 esta fortemente associada com doenca refrataria a hormdnios e
estagios avancados do CaP. Revisando esses achados, Hughes et al. (2006)
concluiram que a auséncia da proteina NKX3.1 pode estar associada com o
aumento das concentracoes de PSA durante a progressao do CaP. A
plataforma de CGH-arrays usada em um estudo prévio do nosso grupo nao
continha o gene NKX3.1, e portanto, nao foi possivel a comparagcao entre os

dois estudos.
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A regiao 8p22 contém genes supressores tumorais (GSTs) conhecidos,
como MSR1 e N33. O gene MSR1 codifica a proteina macrophage scavenger
receptor, responsavel pela captura celular de macromoléculas, incluindo
parede celular bacteriana e, portanto, esta relacionado com resposta celular a
processos inflamatérios. Em um estudo, Bova et al. (1993) relataram a perda
de um dos alelos desse gene em 20 de 29 tumores de prostata e uma amostra
de metastase de CaP apresentou delecdo homozigota deste gene.

A segunda perda mais freqlentemente relatada no cancer de prostata
envolve 13q. Zitzelsbeger et al. (2001) relatam a maior freqiéncia de perda em
13922 em 21 tumores primarios analisados. Esse achado também foi descrito
por Kasahara et al. (2005) ao analisarem 20 tumores de prostata em estadio
pT2NO0. Em nosso estudo foi detectada perda da regido minima 13q14-21 em
mais de 50% das amostras do grupo | (5/8 CaP e 4/11 metastases), em mais
de 70% das amostras do grupo Il (6/8 CaP) e em uma unica amostra do grupo
Il (P32). A perda de 13q12-13 foi detectada nos CaP dos pacientes que
evoluiram para metdstases em testiculo e considerada como uma das
alteracOes presentes em mais de 70% das amostras do grupo | e ausentes nas
amostras do grupo Il. Perda de 13g33-34 foi detectada nas metéastases dsseas.
A regido 13921 estava envolvida em perda nos tumores primarios do pacientes
que tiveram metastases em linfonodos e estava envolvida em ganho nas
amostras do grupo Il e nas amostras de PIN (166F1 e F2). A perda de 13q14
foi também descrita por Wolter et al. (2002a) em 48 tumores de préstata
analisados. Nessa regidao cromossémica esta mapeado o gene RB1, um gene
supressor tumoral candidato para o desenvolvimento do cancer de préstata,
como relatado por Yin et al. (1999) e Afonso et al. (1999). Ribeiro et al. (2006)
relataram a perda de 13q como o evento inicial da tumorigénese prostatica ao
invés de perda de 8p, e propuseram em seu modelo de progressao que a
delecdo em 13q é preferencialmente seguida por perdas de 6q e 18g. A
comparacao com os dados de CGH-array revelou perdas significativas do gene
RB1 no grupo IM, especificamente nas metastases em testiculo e em
linfonodos. Nos grupos IP e Il esta alteragao nao foi detectada. Na analise de
HR-CGH, estes dados foram parcialmente concordantes aos de CGH-array:

delecdo em 13q14 foi detectada no grupo IM e em alguns casos dos tumores
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do grupo IP; >70% das amostras do grupo Il mostraram perdas nessa regiao.
A investigagdo do gene RB1 seria extremamente interessante para avaliar seu
papel em carcinomas de prostata.

Nesse estudo foi observada a perda do braco longo do cromossomo 8,
sendo a regiao minima de sobreposicdo em 8q24.1-24.3 presente em mais de
70% de todos os CaP (grupos I, Il e Ill) e 8q24.2 em pelo menos 70% das
amostras de metastases. A perda de 8g22.3 foi uma das alteragdes presentes
nos CaP do grupo | e ausentes nos CaP do grupo Il, confirmada pela CGH-
array, a qual também confirmou a perda de 8q24.1-24.2 (BAC RP11-79E8) nas
amostras de CaP e metastases do grupo |. Neste BAC estdo mapeados o0s
genes MLZE (Melanoma-derived leucine zipper, extra-nuclear factor) e
FAM49B (Family with sequence similarity 49, member B) cujas fun¢bes ainda
nao estdo bem estabelecidas. Nao temos conhecimento de relatos referindo a
perda do braco longo desse cromossomo no cancer de prdstata nos estudos de
CGH cromoss6mico. Entretanto, na regidao 8q24.1 estd mapeado o gene MIM
(Supressor de Metastases 1), também conhecido como MTSS1 (KIAA0429)
cuja fungdo parece estar relacionada com a regulacdo do mecanismo de
formacao dos filamentos de actina a partir de seus mondédmeros (Mattila et al.,
2003). Lee et al. (2002) estudando linhagens de células humanas de cancer de
bexiga identificaram o gene MTSS1, o qual ndo era expresso em ceélulas
metastaticas, mas era transcrito no baco, préstata, testiculo, Utero, célon, e
sangue periférico. Loberg et al. (2005) analisaram a expressao diferencial de
variantes de splicing do gene MIM (MIM-P, MIM(12del) e MIM-B) em trés
linhagens celulares de cancer de préstata (PC-3, Du145 e LNCaP) e em
tecidos de prostata normal (n=3), de HNP (n=6), de CaP localizado (n=6) e de
metastases de CaP (n=7). Os autores encontraram expressdo reduzida de
todas as variantes de splicing do gene MIM (p>0,05) nas trés linhagens
celulares quando comparadas a préstata normal (préstata normal > PC-3 >
Du145 > LNCaP) e também nas amostras de HNP, CaP e metéstases ao
serem comparadas com o tecido prostdtico normal. Esses resultados
evidenciam que esse gene pode contribuir para 0 crescimento,
desenvolvimento e processo metastatico do cancer de prostata. Considerando
os resultados de perdas em 8g24.1 como resultado inédito de nossa pesquisa,
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o gene MIM/MTSS1 foi selecionado para validagédo por gRT-PCR. Analisou-se
a relagao entre os niveis de expressao génica do MTSS7 e os dados clinico-
histopatoldgicos e os resultados mostraram uma associagdo estatisticamente
significativa entre os niveis mais baixos de MTSS1 e PSA pds-cirurgico elevado
(20,2 ng/mL) nos casos com seguimento clinico superior a 24 meses
(P=0,0376). Os resultados deste estudo indicaram que perda do gene
MIM/IMTSS1 e subsequente perda do seu nivel de expressao esta relacionada
com caracteristicas prognosticas desfavoraveis em pacientes com carcinoma
de préstata sugerindo que esse gene é um potencial marcardor prognéstico na

doencga.

Ganhos em 8q se deram nas regides minimas: 8q12-13 e 8q21 nas
amostras de metastases 6sseas, sendo 8g13 uma das alteracbes exclusivas
desse grupo de metastases. Ganho de 8q13-q21.1 foi ainda detectado nas
amostras de PIN (166F1 e 166F2) e de 8922, detectado na amostra P32 (CaP
do grupo Il), em 1/8 CaP do grupo IP e 3/11 metastases (grupo IM). Ganhos
em 8q sao freqientemente relatados em literatura e associados a estadios
avancados e um prognéstico desfavoravel em CaP (Cher et al, 1996;
Nupponen et al., 1998a; Virgin et al., 1999; Fu et al., 2000; Hukku et al., 2000;
Alers et al., 2001; Chu et al., 2001; Pan et al., 2001; Zitzelsberger et al., 2001;
Beheshti et al., 2002; Kasahara et al., 2002; Steiner et al., 2002; Wolter et al.,
2002a; 2002b; Kraus et al., 2003; Wolf et al., 2004; Yano et al., 2004; Kasahara
et al., 2005). .

Nupponen et al. (1998a) relataram delecbes em 16 em
aproximadamente 50% dos 37 carcinomas recorrentes de préstata estudados.
Em 16922.1 estd mapeado o gene CDH1, um supressor tumoral que codifica a
E-caderina e cuja diminuicdo de expressdo tem sido encontrada em
carcinomas de prostata pobremente diferenciados e clinicamente agressivos
(Umbas et al., 1992; 1994; Richmond et al.,, 1997). Outro gene candidato
mapeado em 16922 € o gene ATB1. Sun et al. (2005) detectaram delecdes de
21 a 24 nucleotideos na regiao codificadora do gene ATB1 (éxon 10) em 9
(14%) de 66 amostras. A delec&o era somatica em alguns casos, mas tambéem
foi observada na linhagem germinativa de pacientes com CaP. A expressao do
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gene ATBT1 esta associada com a reducao da proliferacdo celular, regulacao
positiva do supressor tumoral CDKN1A (p21) e regulagdo negativa da
oncoproteina AFP.

Em vérios estudos, tem sido descrita perda em 16924, sugerindo que
pode haver outros genes supressores tumorais mapeados em 16q e envolvidos
com o desenvolvimento tumoral. Em nossa casuistica foi detectada a perda de
regides minimas comuns em 16p12-13.2 e 16q22-24 em mais de 70% dos CaP
e das metastases analisadas. A metodologia de CGH-array confirmou a perda
de 16923.3-24.3 (BAC RP11-280N16, gene CDH13) nas metastases; 16p11.2
(BAC RP11-89024, gene XPO6), 16p12.3 e 16p13.2 nas metastases em
testiculo e em seus tumores primarios; e a perda de 16p13.3 como sendo
alteracao presente nos CaP do grupo Il e ausentes nos CaP do grupo |. O gene
CDH13 (Cadherin 13, H-cadherin) € um supressor tumoral, membro da
superfamilia Caderina, cuja funcdo esta relacionada a adesao celular. A
hipermetilacdo ou delecdo deste gene foi detectada em diversos tipos de
canceres como mama, ovario, pulmao e prostata (Riener et al., 2008; Feng et
al., 2008; Tsou et al., 2007; Wang et al., 2007). O gene XPO6 (RAN binding
protein 20) apresenta fungdo relacionada a transporte celular. Para o nosso
conhecimento ndo ha dados publicados em cancer de prostata relatando o
envolvimento deste gene. Embora a perda do brago curto do cromossomo 16
nao seja tao frequiiente quanto a do braco longo, a delecdo de 16p foi relatada
por Nupponen et al. (1998b) em duas das quatro linhagens celulares de cancer
de préstata estudadas. Alers et al. (2001) relataram a perda de 16p12-p13.1
em 1 de 52 carcinomas de préstata.

Em outra andlise realizada em nosso laboratério, foi avaliado o padrao
de metilacdo da regido promotora do gene CDH1, com iniciadores especificos
para a condicdo metilada e nao-metilada, apés a modificacdo do DNA com
bissulfito de sodio, para as amostras 48F2 e 70F2. Apés varios ensaios, nao foi
detectada a amplificagéo da regido para a amostra 70F2 tanto para a condi¢ao
metilada como para a condicdo n&o-metilada, o que sugere delecao desse
gene, concordando com os resultados de HR-CGH. Para a amostra 48F2 foi
detectada a presenca de hipermetilacdo do gene CDH1 e por HR-CGH foi

evidenciada a perda de 16¢g22. Considerando que essas amostras nao foram
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microdissecadas a laser para o experimento de avaliacdo do padrdo de
metilagdo, é possivel haver contaminagcdo por DNA de células normais
adjacentes ao tumor na amostra 48F2, o que explicaria o resultado de
hipermetilagéo.

Quanto a perda de 18q, Kasahara et al. (2005) descreveram essa
alteragdo como sendo a mais freqientemente detectada em 20 tumores de
prostata pT2NO e 10 pT3NO. Estudos prévios mostraram uma alta prevaléncia
de perdas de 18g em metastases e uma associacao significante entre perdas
alélicas em 18q e estadio clinico (Visakorpi et al., 1995). Em nosso estudo foi
detectada perda em 18922 em mais de 70% dos 22 CaP e das 11 met4stases.
A metodologia de CGH-array confirmou a perda de 18g12-21 nas metastases
em testiculo e de 18921.31 como uma das alteracbes presentes nos CaP do
grupo Il e ausentes nos do grupo |.

Perdas do cromossomo 19 foram detectadas em 19p13.3 e 19q13.3 em
mais de 70% dos CaP dos grupos | (P e M), Il e lll. Os dados de CGH-array
confirmaram a perda de 19g13.1 nos CaP e metastases do grupo | e de
19913.2-13.31 nas metastases em testiculo. BAC RP11-91H20 (contendo
seqliéncias genémicas mapeadas em 19q13.1) inclui o gene SIPA1L3 (Signal-
induced proliferation-associated 1 like 3), cuja funcdo € de regulacdo da
transdugdo de sinal. Nupponen et al. (1998a) relataram a perda do
cromossomo 19 em 45% de 37 tumores recorrentes horménio-refratarios. Em
outro relato desse mesmo grupo (Nupponen et al., 1998b) também foi
detectada a perda de 19cen-q13 em uma das quatro linhagens celulares
estabelecidas a partir de metastases de adenocarcinomas prostaticos. O
cromossomo 19 apresenta alguns genes supressores tumorais, como LKB1 e
BAX (19913.3-913.4). O gene BAX codifica uma proteina pro-apoptética, cuja
funcdo esta relacionada a regulacdo da ativacdo da mitocdndria para a
apoptose em uma via celular que envolve BCL2 e TP53

Alteracées de perdas nos cromossomos 20, 21 e 22 tém sido
encontradas em estudos de CGH a partir de linhagens celulares estabelecidas
de metastases de carcinoma prostatico (Nupponen et al., 1998b; Chu et al.,
2001; Kraus et al, 2003). Entretanto, apenas a perda de 21q tem sido

relacionada a progressao tumoral. Chu et al. (2001) em uma das trés linhagens
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celulares estudadas por CGH, relataram que a perda de 21q, juntamente com a
de 16923-qgter, podem ser responsaveis pelo aumento da capacidade
metastatica. Além disso, a perda de heterozigose do locus 21922 foi relatada
num estudo por ser importante na progressdao de tumores primarios para
metastaticos (Saric et al., 1999). Hyyntinen et al. (1997) também relataram esta
anormalidade num modelo in vivo de progressao de cancer de préstata usando
linhagens celulares. No presente estudo, perdas concomitantes dos
cromossomos 16q e 21q foram encontradas na maioria dos CaP do grupo |
(5/8: P1, P3, P7, P11 e P13) e essas alteracbes se mantiveram nas metastases
P1M (6ssea), P11M (linfonodo) e P13M (testiculo). Entretanto, a maioria dos
CaP dos grupos Il e Il também apresentava essas duas alteracoes. A
presenca simultdnea destas alterac6es nas amostras do grupo Il sugere que
essas anormalidades n&o sao relevantes para a progressao tumoral,

A perda de 20q13.1 e 20q13.3 foi observada em mais de 70% das
amostras de CaP. A perda de 20g também foi relatada também por Cher et al.
(1994) e Wolter et al. (2002b) em tumores primarios de préstata.

A perda de 20p12.3 foi confirmada pela CGH-array como uma das
alteracdes exclusivas dos CaP do grupo Il em relagdo aos CaP do grupo |I.
Nessa regidao cromossdémica estdo mapeados genes como TARDBPL/TDP-43
(TAR DNA binding protein-like), cuja funcdo esta possivelmente associada a
regulacdo de splicing (Buratti et al., 2005); TRMT6 (tRNA methyltransferase 6
homolog — proteina de ligacdo com atividade de fator de iniciacdo da tradugao)
e PROKR2 (prokineticin receptor 2). Pasquali et al. (2006) demonstraram que a
procineticina 1 e 2 e seus receptores expressam-se na prostata humana e que
seus niveis aumentam com o processo tumoral.

A delegéo do cromossomo 22 foi relatada previamente em 1/52 tumores
primarios (Alers et al., 2001), em 4/9 amostras de CaP avancados (Kasahara et
al., 2002) e em 17/37 carcinomas de préstata recorrentes (Nupponen et al.,
1998a). No presente estudo foi detectada a perda de 2213 em mais de 70%
das amostras estudadas. Em 22qg esta mapeado o gene CHEKZ2 que é um
regulador do TP53; esta proteina participa da via de sinalizagcao relacionada a

danos no DNA Mutacbes nesse gene foram identificadas em casos
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esporadicos e familiais de CaP e estao associadas com o aumento de risco ao
desenvolvimento da doenga (Dong et al., 2003; Cybulski et al., 2004).

Dele¢bes no cromossomo 10 foram encontradas em 10p15 em 18% dos
casos; 10922 e 10g25-26 em mais de 70% dos 22 CaP; 10924 € 10gq26 em
mais de 70% das 11 metastases. Os resultados obtidos da andlise de CGH-
array confirmaram as perdas de 10923-25 (BAC RP11-165P9, gene SORCS3 -
Sortilin-related VPS10 domain containing receptor 3) e 10q26 (BAC RP11-
262E19, genes TACCZ2 - Transforming, acidic coiled-coil containing protein 2 -
e, C100rf87) nas metastases em testiculo e em seus tumores primarios.
Hermans et al. (2004), avaliando alteracbes no cromossomo 10 em 11
amostras de xenoenxertos de CaP e 4 linhagens celulares de CaP encontraram
um padrao caracteristico de alteragdes que incluiu a perda distal de 10p e de
10qg. Estudos prévios de CGH convencional em CaP mostraram perdas nestas
regides no cromossomo 10 (Cher et al., 1996; Nupponen et al., 1998a; Alers et
al., 2000). Hughes et al., (2006) relataram a perda de 10g, como a segunda
perda mais freqlente em seis de oito casos de CaP, detectada por CGH
cromossémico. Em 10p15 esta mapeado o gene KLF6 (Kruppel-like factor 6),
que codifica um fator de transcricdo zinc finger, com funcédo relacionada a
proliferacao celular e diferenciacdo. Esse gene foi relatado como um supressor
tumoral envolvido em CaP (Narla et al, 2001). A andlise de CGH-array
confirmou a perda de 10p15 (BAC RP11-23012, gene KLF6) nas metastases
em testiculo e seus tumores primarios. O cromossomo 10gq contém genes
supressores tumorais que podem ser possiveis candidatos envolvidos na
tumorigénese prostatica. A inativacdo do gene PTEN (Phosphatase and tensin
homolog, mapeado em 10¢23) é a alteragdo genética mais freqiiente em CaP.
Vlietstra et al. (1998) relataram a delegao bialélica desse gene ou mutacdo em
60% de xenoenxertos de CaP e linhagens celulares. Verhagen et al. (2006)
utilizando diferentes metodologias (dentre elas CGH-array e FISH) para avaliar
40 amostras de tumores primarios de préstata, encontraram delecdes
homozigotas do PTEN em 25% dos casos. Os autores discutem que a alta
freqiiéncia de perda de 10023 quando comparada a inativacdo completa do
PTEN leva a especulacdo de que possa haver um segundo gene supressor

tumoral mapeado em 10923 ou que a condicdo monoalélica do gene contribui
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para a tumorigénese. A plataforma utilizada para CGH-array em nosso estudo
nao possui BACs contendo o gene PTEN. Os genes SORCS3, TACCZ2 e
C100rf87 localizados nos BACs envolvidos em perda em 10g nao tém funcao
muito bem estabelecida e até o momento ndo ha relatos que relacionem a
perda desses genes com o cancer de prostata. Outros genes candidatos
mapeados em 10924-25 sdo o PDCD4 e MXI1, ja relatados em CaP. O gene
PDCD4 (regulador da morte celular programada 4 ou inibidor da transformacao
neoplasica), mapeado em 10g24, foi relacionado ao desenvolvimento e
progressdo do CaP (Soejima et al.,, 1999; Pang et al., 2006). Alteracbes no
gene MXI1 (10g25) foram relatadas em CaP, embora em baixa freqiéncia
(Eagle et al., 1995). Esses dois genes nao estavam presentes na plataforma
de CGH-array usada no estudo prévio de nossa equipe.

Dele¢cdes no cromossomo 17 foram detectadas em mais de 70% das
amostras dos grupos | e lll nas seguintes regiées minimas: 17p12-13 (CaP
grupo lll); 17q11.2-25 (CaP grupos 1), 17q12-22 (CaP grupo lll e metastases);
17924 (metastases) e 17925 (CaP grupo lll). As amostras do grupo Il ndo
apresentaram perdas comuns para o cromossomo 17, a CGH-array confirmou
esses resultados: perda de 17g11.1-11.2 e 17925 foram detectadas como
alteragbes exclusivas do grupo | quando comparadas com o grupo Il. Além
disso, essa metodologia confirmou a perda de 17921.2 nas amostras de
metastases, de 17g21.1-g21.31 nas amostras de metastases em linfonodo e de
17924-25 nas amostras de metastases em testiculo e seus tumores primarios.
No cromossomo 17 estao descritos varios genes com papel celular critico em
uma variedade de tumores. A perda do cromossomo 17 tem sido relatada por
varios autores, tanto por analise cromossoémica por bandamento G como por
CGH. A delecao de 17p foi também detectada por Cher et al. (1996) em 50%
de 20 amostras de metastases prostaticas (18 linfaticas pélvicas e duas
Osseas) de pacientes que nao receberam nenhum tratamento para o CaP e em
65% de 11 amostras (quatro de tumores primarios, 6 de tumores pélvicos
recorrentes e uma de metastase do epitélio escrotal) de pacientes que
receberam terapia de privacdo de andrégenos por um longo periodo. Os
autores sugerem que a perda da funcdo do gene supressor tumoral TP53

(17p13), mutado em 20 a 25% dos CaP metastaticos, esteja associada com a
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progressdo da doenca e esta parece ser uma alteracdo comum a estagios
tardios do CaP. Um outro gene mapeado no cromossomo 17p, considerado o
primeiro gene identificado como possivel candidato ao CaP hereditario, € o
ELACZ2/HPC (17p11) (Tavtigian et al, 2001). Entretanto, nas amostras
estudadas com alteragdo em 17p ndo ha histéria de CaP na familia. Esse gene
codifica uma endoribonuclease que processa tRNA3'. Tem sido estimado que
0s gendtipos de risco para esse gene podem causar 2% do CaPs na populagao
em geral (Camp e Tavtigian et al., 2002). Em 17921.3-922 estdo mapeados
NM23-H1 (NME1) e H2 , genes cuja diminuicdo da expressdo tem sido
associada a um potencial metastatico aumentado. Konish et al, (1993)
demonstraram que a expressao reduzida de NM23-H1, mas ndo NM23-H2,
pode estar associada com risco aumentado de metastase. Baseado nos
resultados da presente investigacao foi utilizada analise expressao quantitativa
em tempo real para o gene NME1. A analise de associagao entre 0s niveis do
transcrito do NME1 e os parametros clinico-histopatoldgicos isolados ou
agrupados em escores nao revelou nenhum resultado significativo. Além disso,
ndao foram observadas diferencas estatisticas entre os niveis normais e
diminuidos de expressao génica e recidiva bioquimica, tampouco com o tempo
de sobrevida livre de doencga. Desta forma, os resultados de expressdo do
gene NME1 por gRT-PCR néo validaram os achados de HR-CGH. No entanto,
este resultado n&o descarta o envolvimento da regidao 17g21.3 como importante
na carcinogénese da prostata, outros genes mapeados nesta regiao podem
estar envolvidos e poderiam ser investigados como potenciais genes
candidatos no CaP.

Para o cromossomo 2 foram encontradas perdas de varias regioes
minimas. E interessante ressaltar a perda da regido minima 2q14.1-14.2
detectada como uma das alteracdes exclusivas das metastases em testiculo.
Strohmeyer et al. (2004) relataram a perda do cromossomo 2 em 10/57
tumores primarios de préstata de arquivo (fixados e em blocos de parafina)
previamente microdissecados e analisados pela CGH. van Dekken et al. (2004)
relataram perda de 2q em 20% de 10 adenocarcinomas prostaticos avaliados
por CGH array.
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Foram também detectadas perdas do cromossomo 6 nas amostras dos
grupos | e lll. A regido minima 6p12-21.1 estava envolvida em perda nas
amostras de metastases em testiculo e em seus tumores primarios. Perda de
624 foi considerada uma das alteracbes exclusivas dos CaP do grupo |
quando comparados com os CaP do grupo I, confirmada pela CGH-array.
Nesta regidao encontra-se mapeado o BAC RP11-195B12, que contém o gene
PDE7B (Phosphodiesterase B), cuja funcado é de regulacao de transducao de
sinal.Perdas de 6p21.2-22, 6q16-21 e 6q24 foram detectadas em mais de 70%
das amostras do grupo Ill. O ganho de 6q21-22 foi detectado como uma das
alteracdes exclusivas nas metastases désseas. A literatura em CGH para CaP
revela dois outros estudos com perdas para o cromossomo 6. Chu et al. (2003)
encontraram perda de 6p em 18% de 45 amostras de CaP e de 6g em 22% e
Pang et al. (2006) também identificaram perda de 6g23-gter em linhagem
celular de CaP. Em 6924 estdo mapeados os genes DPI (Desmoplakin 1) e DPII
(Desmoplakin 11) cuja funcao esta relacionada a adesao celular.

Em 6p12.1 esta mapeado o gene BMP5 (Bone Morphogenetic Protein 5)
que faz parte da superfamilia BMP, que inclui fatores responsaveis pela
inducédo do crescimento da matriz éssea. Além dos osteoblastos, células do
cancer de prostata podem expressar anormalmente BMPs, o que contribui para
a formagdo de metastases 6sseas. De Pinieux et al. (2001) avaliaram por
imunohistoquimica a expressdo de BMP6 em 43 amostras de CaP localizado.
Vinte e seis dos pacientes apresentaram recorréncia e/ou metastases. Os
resultados revelaram correlagdo positiva da expressdo de BMP6 com
metastases 6sseas. Masuda et al. (2003) avaliaram a expresséo por gRT-PCR
de BMP6 e BMP7 em tecido ésseo normal (n=6) e em amostras de metastases
Osseas (n=9) de seis pacientes com cancer de préstata. A expressao de BMP7
foi significativamente mais alta nas metastases que no tecido normal, detectada
em 5 de 7 (71%) metastases dsseas e ndo detectada no tecido ésseo normal
(P<0,005). Nao foram observadas diferencas significativas no nivel de
expressao de BMP6 entre as metastases e o tecido normal (P=0,81). Quanto
ao BMP5, um estudo realizado por Doak et al. (2007) avaliou o numero de
cépias deste e de outros genes (BMP2, BMP7 e UC28) por FISH em amostras

de arquivos em blocos de parafina contendo areas de epitélio normal
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adjacente, PIN (neoplasia intaepitelial prostatica) e CaP. Nenhuma perda foi
detectada, entretanto 50% das amostras de CaP avaliadas apresentaram
ganho do numero de coépias de BMP5. Os resultados do presente estudo
revelaram que a regido 6p12 estava envolvida em ganho em 3/4 amostras de
metastases dsseas (exceto P1M), o que estaria de acordo com a hipétese de
que ganhos ou amplificacbes do gene BMP5 mapeado nessa localizacao
poderia estar associados as metastases 6sseas. Além disso, as metastases em
testiculo ndo apresentaram alteracdes em 6p12, o que poderia indicar que essa
regiao seria especifica de metastases 6sseas. Entretanto, duas metastases em
linfonodos mostraram ganhos em 6p12. Um desses pacientes teve doenca
metastatica disseminad e o outro estd em tratamento hormonal e nao foi
relatado, até o momento, a presenca de metastases 6sseas. Os tumores
primarios dos pacientes que evoluiram para metastases 6sseas nao foram
analisados por nédo haver disponibilidade dessas amostras para o estudo.
Esses resultados sugerem que ganhos de 6pl12 pode estar relacionada

especificamente a metastases 6sseas.

A perda de 9934 foi detectada em mais de 70% dos CaP dos grupos |, Il
e lll e da regiao 9g32-34, nas metastases e CaP do grupo I. A analise de CGH-
array confirmou a perda de 9933 nas metastases em testiculo, de 9934.3, nas
amostras do grupo Il e de 9931.1 e 9g31.3, nas amostras de CaP do grupo Il
estando estas ausentes nos CaP do grupo I. Em 9932-g33 estd mapeado o
gene TLR4, codificador de um receptor com papel central na via de sinalizagao
da resposta imune inata a infecgdo por bactéria Gram positiva. Baseados na
evidéncia de que a inflamagao tem papel etiolégico em varios canceres
humanos, inclusive no CaP e considerando que a suscetibilidade genética é um
dos maiores fatores de risco para essa doenga, Zheng et al. (2004) levantaram
a hip6tese de que variantes alélicos em genes que regulam a inflamacéao
poderiam modificar a suscetibilidade ao CaP. Para testar essa hipo6tese
avaliaram sistematicamente sequéncias variantes para o gene TLR4 de 1961
casos de CaP e 1697 controles para a populagdo da Suécia, e estimaram o
risco para o desenvolvimento do CaP em 4,9% para as variantes analisadas.
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No presente estudo foi observada a perda em 11923-24 em mais de
70% dos 22 CaP e de 11923 em mais de 70% das metastases. A andlise de
CGH-array confirmou a perda de 11¢g22.3 nas metastases em testiculo e em
seus tumores primarios. Esta regidao cromossdmica esta representada na
plataforma de array pelo BAC RP11-262J9. Este BAC contém os genes ALG9
(Asparagine-linked glycosylation 9, com funcdo de atividade de transferase,
constituinte da membrana); C11orf1 (Chromosome 11 open reading frame 1,
funcdo desconhecida); CRYAB (Crystallin, alpha B , com fungédo anti-
apoptoética); HSPB2 (Heat shock 27kDa protein 2, com fungdo de metabolismo
de proteinas); e DIXDC1 (DIX domain containing 1, com funcao de transducao
de sinal). A perda de 11q foi também relatada por Alers et al. (2001) em 3/52
amostras de CaP.

Perda em 1223-24.3 foi observada em mais de 70% dos 22 CaP e de
12924.1-24.3 em mais de 70% das metastases. Os resultados obtidos por
CGH-array confirmaram as perdas de 12912 e 12q13.13 como sendo
alteracoes presentes nos CaP do grupo Il e ausentes nos CaP do grupo |. Esta
regiao esta representada pelo BAC RP11-968A15, que contém os genes CBX5
(Chromobox homolog 5 que possui funcdo de regulacdo da transducédo de
sinal), ZNF38A5 (Zinc finger protein 385A, com fungcdo de regulacdo da
transcricdo) e GPR84 (G protein-coupled receptor 84 , com funcdo de
transducao de sinal). A delecao de 12q foi também encontrada por Nupponen
et al. (1998a) em 2/6 tumores primarios de préstata avaliados por CGH. Até o
presente, nenhum gene com possivel funcdo de supressdo tumoral foi
relacionado com a perda em 12q em CaP.

Delegdo em 15q22-24 e 15q22-26 foi detectada em mais de 70% das
metastases e nos 22 CaP, respectivamente. A metodologia de CGH-array
confirmou as perdas de 15q22.2 e 15q24.3-25.2 como alteragées comuns as
metastases em testiculo e seus tumores primarios e de 15g21-22 como
alteragdo comum as metéstases em linfonodos e seus tumores primarios. A
delecédo de 15925-g26 foi relatada previamente em 7/45 (Chu et al., 2003) e
10/57 (Strohmeyer et al., 2004) tumores primarios de prdstata, em 2/6 tumores
recorrentes (Nupponen et al., 1998a) e em 9/20 metastases de CaP

(metastases 6sseas e em linfonodos pélvicos) (Cher et al., 1996). Até o

155



presente, nenhum gene conhecido foi identificado como candidato para CaP
nessa localizacdo cromossémica.

As perdas em 1p32-1p36 foram relatadas apenas por Nupponen et al.
(1998b) e van Dekken et al. (2004) em linhagens celulares de CaP avaliadas
por CGH e CGH array, respectivamente, e por Nupponen et al. (1998a) em
tumores de préstata recorrentes. Em nosso estudo foram encontradas perdas
de 1p32-33 nas metastases, 1p32-34.2 em mais de 70% das 22 amostras de
CaP, de 1p32-36.3 em mais de 70% dos CaP do grupo lll. A metodologia de
CGH-array confirmou a perda de 1p36 nos CaP do grupo Il e de 1p36.11 e
1p36.12 como alteragbes presentes nos CaP do grupo Il e ausentes no grupo |.
O gene EPHB2, mapeado em 1p35-p36.1, codifica um receptor tirosina quinase
e tem sido identificado como um supressor tumoral no CaP. Huusko et al.
(2004) mostraram que a linhagem celular de CaP DU145 é portadora de uma
mutagao truncada em um dos alelos EPHBZ2 e o outro alelo esta deletado; a
expressdo da proteina EphB2 tipo-selvagem em células DU145 suprime seu
crescimento. Os autores detectaram varias mutacoes neste gene na andlise de
33 amostras de tumores primarios e 62 de metastases de CaP, as quais
promoveram a inativagdo do EPHB2 em 8% do total de casos analisados. A
mais relevante delas foi uma mutacdo tipo frameshift encontrada em trés
amostras metastaticas do mesmo paciente. Essa mutacao nao estava presente
em uma amostra de figado normal desse paciente, evidenciando que a
mutacao nao era constitutiva. Baseados nos achados desse estudo, os autores
consideraram que EPHBZ2 pode ser um supressor tumoral envolvido com a
progressao do CaP, e que a perda dessa proteina, por inativacdo mutacional
pode afetar muitos aspectos fenotipicos do CaP, como crescimento aberrante,
invasdo e metastase.

Os resultados da andlise de HR-CGH e de CGH-array obtidos no
presente estudo foram também comparados aos dados de Lapointe et al
(2007). Os autores analisaram 55 tumores primarios de prostata e 9
metastases em linfonodos de diferentes pacientes usando a metodologia de
cDNA microarrays para CGH, plataforma Stanford Functional Genomics Facility
que incluia 39,632 cDNAs humanos, representando 22,279 genes mapeados.
Em um estudo prévio, Lapointe et al, (2004) mostraram que foi possivel
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identificar subtipos de cancer de préstata, indistinguiveis histopatologicamente,
baseado nos diferentes padrdes de expressado génica. Usando a tecnologia de
cDNA microarrays, contendo 26,260 genes humanos, os autores identificaram
3 subtipos de CaPs: (1) tumores que apresentavam comportamento clinico
favoravel (tumores AZGP1+/MUC1- avaliados por IHQ) e sobrevida livre da
doenca favoravel independente de estadio patolégico, Gleason e dosagem de
PSA pré-cirargico. Os subtipos (2) e (3) mostravam formas mais agressivas da
doenca (tumores MUC1+). O subtipo (3) incluia tumores primarios bem como a
maioria das metastases em linfonodo pélvico e o subtipo (2) compreendia a
maior parte dos tumores, apresentando expressdo génica caracteristica, mas
que também mostravam expressao caracteristica do subtipo (3). Na anadlise de
CGH em cDNA microarray, Lapointe et al (2007) encontraram perdas
gendbmicas muito mais significativas do que ganhos. As alteracdes
cromossémicas mais freqUentes incluiram ganhos em 8q (27% dos casos) e
perdas em 13q (52%), 8p (47%), 6q (38%), 10q (28%) e 12p (27%). As
metastases em linfonodos mostraram um padrdo complexo de ganhos e perdas
gendmicas, como os casos do nosso estudo. A Tabela 18 apresenta as regides

gendmicas descritas pelos autores.

Tabela 18. Alteracdes no numero de copias caracteristico dos subtipos descritos por
Lapointe et al. (2007), identificados usando o método SAM (Significance Analysis of
Microarrays).

Subtipo 1 Subtipo 2 Metastases em Linfonodo
Associacoes positivas
Perda Perda Perda
20g22.3-23.1 (2) 8p11.21-23.3 (10; NKX3-1) 1p36.12-36.13 (2)
2023.3 16923.1 2937.1
2g24.2 17921.2 4931.1
5021.1-21.3 (2) 18923 10923.31 (PTEN)
6q13 21922.2(TMPRSS-ERQG) 16g22.2-23.3 (5)
6q14.3-22.31 (8)

Ganho Ganho

6p22.1 8p11.23-12 (2)

8q12.3-21.13(7)
8g22.1-23.1 (4)
8023.3-24.22(6, MYC)
9g21.13-21.33(5)
9g22.32-21.31.3(5)
11g12.3-13.1(2)
16p11.2-12.1(2)
16p12.3-13.3 (6)
20q13.2

Associacoes negativas
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8p12-23.1 (6, NKX3-1)
8p11.21

Entre parénteses esta indicado o nimero de bandas cromossoémicas incluidas no intervalo
descrito.

A analise comparativa dos dados de Lapointe et al. (2007) com os
resultados do presente estudo revelou achados interessantes. Alteragdes em
50921 e 6915 descritas pelos autores como caracteristicas do subtipo (1) foram
também observadas no nosso estudo entre os tumores do grupo | e em
metastases. Uma grande discrepancia foi observada na comparacao entre as
alteracdes descritas no subtipo (2) (tumores mais agressivos) e os casos do
presente estudo. Um exemplo foi a presenca de perda em 21922 em todas as
amostras que apresentaram evolucgao clinica favoravel (grupo Il). As alteragcbes
descritas no subtipo (3) foram também detectadas entre as amostras do grupo
[, I (2 casos) e em mais de 70% das amostras do grupo lll. Alteracbes em
160923 estavam presentes em uma alta proporcdao dos nossos casos. A Tabela
19 apresenta um resumo das alteragcbes detectadas por HR-CGH em relacéo
aos subtipos descritos por Lapointe et al (2007).

Tabela 19. Andlise comparativa caso a caso entre os subtipos descritos por Lapointe
et al. (2007) e os resultados de HR-CGH.

Subgrupo 1 (n=10 CaP) menos agressivos

) grupo | - grupo Il - )
Perda grupo | - CaP metastases CaP grupo lll - CaP
P13M e P14MA1
5021 P9 (apresentou meta | (apresentou meta P29 Mais de 70%
q em linfonodo) em testiculo), das amostras
P2M (meta 6ssea)
P3 e P9
(apresentaram meta
6q15 em linfonodo), P1 4Me2rit(cr3T:1?cf em - -
P13 e P14 (meta em P
testiculo)
Subgrupo 2 (n=34 CaP) mais agressivos
) grupo | - grupo Il - )
Perda (gene) grupo | - CaP metastases CaP grupo lll - CaP
P7 (meta em
linfonodo), P1iim e P13M . o
8p21 (NKX3-1) P1 (meta 6ssea) (meta em P29 g/ellaslsar?w%;(r)a/;
P11 e P13 (meta em testiculo)
testiculo)
21922 P7 (meta em P11M, P13M e o : o
(TMPRSS2- linfonodo), P14M1 (meta em L(r’r?o/;t‘r’:; Qﬂaas'i 2160;2 %
ERG) P1 (meta éssea), testiculo),
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P3 (meta em P1M e P5M (meta
linfonodo), Ossea),
P11 e P13 (metaem P14M2 (meta em
testiculo) peritbnio)
Subgrupo 3 (n=9 metastase em linfonodos)
Perda (gene rupo | - rupo Il -
(e grupo | - CaP mgetégtases 9 CF;P grupo lll - CaP
P14M2 (meta em
P7metaem | POl o)
10923 (PTEN) I|r,1fonodo), P1 (meta P11m (meta em P30 e Mais de 70%
Ossea), P11 e P13 testiculo) P32 das amostras
(meta em testiculo) POM (meta ém
linfonodo)
P8M (meta
P3 (meta em 0ssea), , o
22%}3\” - linfonodo), P11 (meta | P11M, P12M e ngze d'\’;'i g}%;? v
em testiculo) P14M1 (meta em
testiculo),
13914 (RB1) P14M2 (meta em
peritbénio), P1M e
P11 e P13 (meta em P5M (meta
testiculo) 0ssea), .
P3 (meta em P13M e P14M1 P32 C'i\"aas'z gq%;?;s
linfonodo), (meta em
P1 (meta 6ssea), testiculo),
P9M (meta em
linfonodo)
1623 P1M, P2M, P5M,
P11, P12, P13, P14 P8M (meta
. 0ssea),
ta em (tr‘:f;t'g“;‘r’% P11M, P12Me | 100%das | Mais de 70%
linfonodo), P1 (meta P14tl\éls1ﬁ(cmug[)a em | amostras das amostras
dssea), P9M (meta em
linfonodo)
P1 (meta 6ssea), P3 | P3M e POM (meta
(meta em linfonodo), em linfonodo) Mais de 70%
17p13 (TP53) P11 e P12 (metaem | P1M, P2M (meta P30 das amostras
testiculo) Ossea),
Ganho (gene rupo | - rupo Il -
(gene) grupo | - CaP m?etérs)tases 9 C‘;P grupo lll - CaP
8924 (MYC) - - - -
16p13 - - - -

Meta = metastase

A comparacgao entre os achados de Lapointe et al. (2007) e os dados do
presente estudo apontaram alguns genes que poderiam ser incluidos na
validacdo em nosso estudo. Perdas em 10923 (regido do gene PTEN) foram
observadas pelos autores no grupo de amostras que apresentou metastases
em linfonodos. A plataforma utilizada em nosso estudo de CGH-array nao
possui BACs contendo o gene PTEN. Os autores relataram a perda de RB1 em
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todas as amostras. No presente estudo, observamos perdas significativas no
grupo IM, e nos grupos de metastases em testiculos e metdstases em
linfonodos. Nos grupos IP e Il esta alteragdo n&o foi detectada. A perda do
gene CDKNT1 foi recorrente em todas as amostras dos autores. No nosso
estudo, foram observadas perdas do gene CDKN1 no grupo IM (metastases
em linfonodos e em testiculo). No grupo IP ndo foram observadas alteracbes
envolvendo este gene. O grupo Il ndo mostrou alteracées no numero de copias
para este gene. Estes resultados apontam que estes genes sao candidatos a
validacao e devem ser importantes marcadores em CaP.

Os autores relataram ganhos comuns na regido 16p13 para o grupo que
apresentou metastases em linfonodos. Curiosamente, nossos resultados
apontam, para o subgrupo de amostras de metastases linfonodais, uma
prevaléncia de perdas para a regido 16p13, com uma unica regidao de ganho,
em 16p13.12 (BAC RP11-160D13), que contém o gene A2BP1 (proteina de
ligacdo ao RNA, localizada na via de sinalizagao trans-Golgi e que tem sido
associada com a ataxia espinocerebelar tipo 2). A mesma analise para o grupo
de todas as metastases apontou perda, assim como para as metastases em
testiculo. O conjunto de amostras do grupo IP n&o apresentou alteragdes.
Individualmente, as amostras que apresentaram ganhos para a regidao 16p13
foram P1, P1M, P3, P3M, P11, P11M, P13, P13M e 30pr.

Os autores relataram ganhos comuns na regiao 8¢24 para o grupo que
apresentou metastases em linfonodos, onde esta mapeado o gene MYC. Em
nossa casuistica, foram observados ganhos do gene MYC nos casos IP, o que
ndao foi observado nos casos do grupo Il ou nas metastases. Perdas
recorrentes foram relatadas na regiao 8p21 nos tumores do subtipo 2, com
prevaléncia no gene NKX3-1. Nossa plataforma nao contém BACs com o gene
NKX3-1.

Alteracées em 5g21 foram relatadas como presentes nos casos do
subtipo 1. Os resultados de CGH-array concordam com os obtidos da analise
de HR-CGH e indicaram dele¢des em 5921 nos casos P1, P13M, P14 e P14.
Nos agrupamentos avaliados, foram detectadas delecdes desta regido entre as
metastases em linfonodos Dentre as amostras do grupo II, uma de quatro
amostras (P32) apresentou delecao da regido 5g21.
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Em conjunto, essas comparacdes revelam grande homogeneidade entre
os resultados obtidos da analise de HR-CGH e de CGH-array dos casos do
nosso estudo. Um subgrupo de alteracdes coincide com as descritas por
Lapointe et al. (2007).

O paciente P32 do grupo Il de bom prognéstico iniciou com terapia
hormonal trés anos apds a prostatectomia radical devido a recorréncia da
doenca. Este tumor apresentou alteracbées comuns aos casos de progndstico
desfavoravel (grupo | CaP e/ou metastases) e que o diferenciava dos demais
casos do grupo I, tais como: perda de 3gq13.1, 5923, 13g14-21, 15q12, 15921,
18g11.2 e ganho de 2923 e 8g22. Dessa forma, poderia ser sugerido que
essas alteragbes diferenciam os tumores de préstata indolentes dos mais
agressivos com progressao metastatica. Dentre essas alteracdes, a perda de
13q foi considerada como um evento inicial da tumorigénese prostatica,
seqguida preferencialmente por perdas de 6q e 18g no modelo de progressao
descrito por Ribeiro et al. (2006), como ja mencionado anteriormente. Lapointe
et al. (2007) também relataram ganhos de 8g22.1 nas amostras de metéstase
em linfonodo pélvico. A busca por genes candidatos mapeados nessas
localizagbes cromossémicas foi realizada por andlises in silico
(HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/), permitindo o acesso a todos os
genes mapeados nessas regides e suas respectivas fungdes. Dentre os
possiveis candidatos destacam-se os genes: RB1 (Retinoblastoma 1 — 13q14)
e RBBP8 (Retinoblastoma binding protein 8 — 18g11.2) como supressores
tumorais; NMI (N-myc and STAT interactor — 2923) e SDC2 (Syndecan 2 —
80922) como oncogenes. Uma vez que esse estudo revelou indicios de que
essas regides cromossdémicas possam discriminar os tumores mais agressivos
a investigacdo da expressdo desses genes, e de outros, em tumores de
prostata em diferentes estagios de progressdao podem vir a confirmar essa
hipbtese.

Existem poucos estudos publicados que avaliaram amostras de PIN
(neoplasia intraepitelial prostatica) por CGH. No mais recente, Bettendorf et
al.(2008) relatam a auséncia de alteragdo cromossémica em dez amostras de
PIN avaliadas por CGH cromossdmico. Zitzelsberger et al. (2001) avaliaram 12
amostras de PIN microdissecadas a laser, amplificadas por DOP-PCR para a
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realizacdo da CGH convencional. Os autores detectaram ganho dos
cromossomos 8q (42%), 7 (25%), 17 (25%), 20 (25%) e perda em 13q14 (25%)
como sendo alteragcdes mais freqientes em PIN. Ganhos em 1p, 4p15-16,
11913, 12q, 15q, 229, X, bem como perdas em 4q, 2p25, 3p24-26, 3926-29,
5921, 6q, 8p, 10924, 12921-24, 18921-22 e Y foram detectadas em menor
freqUéncia (apenas um caso cada). Todas essas alteragdes foram detectadas
no correspondente tumor primario também avaliado no estudo. Beheshti et al.
(2002) que também avaliaram amostras de PIN (n=3) microdissecadas a laser
e amplificadas por DOP-PCR para a CGH cromossémica, relataram que focos
tumorais, também avaliados nesse estudo, apresentavam mais alteragcdes de
perdas e ganhos que a PIN de um mesmo paciente. Das trés PIN avaliadas
apenas duas apresentaram alteragdes: A) ganho de 3p24-pter, 3p12.2-q13.2,
8qg, 159015-921.2 e perda do cromossomo 20; B) ganho de 2g24.1-q31.2,
8021.3-922.3, X0g21.3-g22.2 e perda do cromossomo Y. Todas essas
alteragbes foram comuns as amostras de PIN e CaP do mesmo paciente
evidenciando que a PIN pode ser uma lesdo precursora do carcinoma. No
presente estudo, nao foi possivel comparar as alteragdes das amostras de PIN
(caso 166) com focos do tumor do mesmo paciente por ndo termos a
disponibilidade de amostras tumorais. Entretanto, a maioria das alteragcdes
detectadas nas amostras de PIN também estavam presentes nos outros CaP
avaliados, corroborando com a hipétese de que as neoplasias intraepiteliais
possam ser precursoras dos carcinomas. Além disso, foram detectadas
alteragbes exclusivas das amostras de PIN: ganhos de 3p12, 5q11.2, 5921,
8q11.2, 8q13-g21.1, 12p11.2-p13, 15026 e 21q11.2, ndo detectados em
nenhum tumor primario ou metastase. Em geral, as amostras de PIN
apresentaram perfil de alteragdes diferente dos CaP, sendo observado maior
niamero de ganhos quando comparados aos CaP avaliados. O significado
dessa diferenca ndo esta claro, de forma que outros estudos avaliando um
maior numero de PIN e focos adjacentes de CaP poderdao contribuir para a
confirmacgéo destes resultados e o esclarecimento dessas diferencas.

Ao comparar as duas amostras de CaP de um mesmo paciente foi
observada uma similaridade de aproximadamente 50% entre as regides de
perdas genOmicas, essa concordancia nao foi tdo expressiva entre os ganhos,
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variando de 0% a 6,8%. Para as amostras de PIN houve uma similaridade de
~27% para perdas e de ~37% para ganhos. Essas diferencas detectadas entre
as duas amostras de um mesmo paciente refletem a heterogeneidade das
alteracées genéticas existentes em diferentes focos tumorais. Em geral, as
amostras de um mesmo paciente foram obtidas de locais diferentes da préstata
(Tabela 20). As amostras dos casos 177 e 166, mesmo tendo sido coletadas
na mesma regido prostatica sado focos distintos, tumorais e de neoplasia
intraepitelial (PIN), respectivamente. Embora sejam tumores adjacentes, as
diferencas genéticas detectadas entre as duas amostras do caso 177 sao
tantas quanto as detectadas em focos tumorais mais distantes na préstata, o
que parece sugerir que a heterogeneidade exista independente do local

prostatico acometido pelo tumor.

Tabela 20. Caracterizacdo dos dois diferentes focos tumorais de cada paciente
avaliado do grupo Il e informacdes relevantes.

Localizacao Escore . 5
. e PSA pré- PSA pés- %
Paciente prostatica de TNM e A A
dotumor  Gleason cirurgico cirurgico concordancia
47% das
F2: BD
15 7(3+4) T2bNOMO 1210 027 perdas
’ ’ 1,5% dos
F3: AE+ME  7(3+4) ganhos
P3: AE 6(3+3) 58,2:@ :sas
48 pT2bNOMO 25 0,0 Do o
F2: ME 6(3+3) ga‘; hos
3%d
F1: AD 7(4+3) 59p’ 3% das
70 T2cNOMO 9,94 0,03 5 4% dos
F2: BD 6(3+3) ganhos
P1: AD 7(3+4) 47% das
. +
177 T2cNOMO 11,0 0,0 epsi;dggs
P2: AD 7(3+4) ganhos
PIN 27,1% das
F1: MD . ’
166 839" racnoMo 6,93 s.i. Jerdas
F2: MD PIN o dos
) 8(3+5)* ganhos

AD = apice direito; AE = apice esquerdo; BD = base direita; BE = base esquerda; MD = médio direito; ME
= médio esquerdo; F = fragmento coletado a fresco; P = fragmento obtido de tecido de bloco de parafina;
s.i.= sem informagdo; (*) = escore de Gleason obtido do laudo anatomo-patolégico, uma vez que a
amostra se refere a neoplasia intraepitelial prostatica (PIN). Os escores de Gleason das demais amostras
foram obtidos para cada fragmento coletado. A % de concordancia se refere a similaridade das alteragdes
de perdas e ganhos detectadas por HR-CGH para as duas amostras de cada paciente e reflete a
heterogeneidade genética apresentada por dois diferentes focos tumorais de uma mesma préstata.
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Avaliando as alteracbes exclusivas dos tumores primarios do grupo |
(que evoluiram para metastases) foram detectadas por HR-CGH perdas de
7911.2 (3/8), 7922 (5/8), 12q12-13 (3/8), 13q12-13 (6/8) e 13q21 (4/8). A
metodologia de CGH-array confirmou apenas as perdas de 7¢22, 12q12 e
13921 como sendo exclusivas dos CaP do grupo |. Quanto as alteracdes
exclusivas dos CaP do grupo Il (boa evolugcédo clinica) foram detectadas por
HR-CGH ganhos de 7q11.2 (3/5), 7922 (1/5), 12q12-13 (3/5), 13921 (3/5) e
13q12-13 (1/5). A CGH-array confirmou os ganhos de 7¢22, 12q12-13 e
13q12-13 como sendo exclusivas dos CaP do grupo Il. Estes resultados
sugerem que essas alteracbes poderiam discriminar tumores de pior
prognostico dos de bom prognéstico. As alteracdes detectadas exclusivamente
nos CaP do grupo | (perda de 7922 e 13q12-13) poderiam ser sugeridas como
alterac6es relacionadas a pior progndstico, uma vez que nenhum tumor do
grupo Il, de bom progndstico, apresentou perda dessas regides. Nessas
regides cromossdmicas estdo mapeados 0s genes supressores tumorais PAI-1
(Plasminogen activator inhibitor-1) (7922) e BRCAZ2 (Breast cancer 2 tumor
supressor) (13q12-13) que poderiam ser sugeridos como candidatos
associados a pior prognéstico a serem investigados no cancer de prostata. Por
outro lado, ganhos de 7q11.2, 12912-13 e 13921 detectadas exclusivamente
nos CaP do grupo Il poderiam ser sugeridas como alteracées que poderiam
estar relacionadas a grupos de amostras com progndéstico favoravel. Essas
regibes cromossdmicas poderiam conter genes com fungdo de supressao
tumoral ou reguladores da proliferagéo celular e que ganhos ou amplificagdes
desses genes promoveriam aumento de expressao de transcritos ou proteinas
capazes de interferir no processo tumoral. Alguns genes mapeados nestas
regides incluem CLDNS3 (Claudin 3) e CLDN4 (Claudin 4) (7911.2); ADAMST20
(ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1motif 20) e ARID2 (AT rich
interactive domain 2) (12q12-13); PCDH8 (Protocadherin 8), PCDH9
(Protocadherin 9) e PCDH20 (Protocadherin 20) (13921). O envolvimento
destes genes em carcinomas de préstata, bem como a avaliacdo da expressao
génica ou protéica em relacao a caracteristicas clinicas podera esclarecer se

estes seriam realmente marcadores progndstico no cancer de préstata.
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Validacao dos resultados de HR-CGH e CGH-array pela metodologia de
gRT-PCR

Foram selecionados cinco genes, ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e
TOP2A, para validacdo dos achados de HR-CGH utilizando, para isso, a
metodologia de gRT-PCR. Os critérios para selecdo destes genes foram
associacao entre a funcdo e o tipo de alteracdo encontrada nas amostras
estudadas e dados em literatura relacionados ao cancer. Outro critério adotado
para selecao dos genes foi a concordancia entre os achados de alteracoes
gendmicas detectadas no presente estudo (por HR-CGH) e aqueles detectados
por outro estudo da equipe utilizando a metodologia de CGH-array.

1. ARID1A (AT rich interactive domain 1A) (Aliases: RP1-50024.1, B120,
BAF250, BAF250a, BM029, C1orf4, P270, SMARCF1)

O gene ARID1A estd mapeado em 1p36.1 e codifica um membro da
familia SWI/SNF (complexo de remodelamento da cromatina), que possui
atividade helicase e ATPase e regula a transcricdo de determinados genes,
alterando a estrutura de sua cromatina (Nagl et al., 2005). A proteina ARID1A
ou p270 é constituida por pelo menos dois dominios conservados, importantes
para o desempenho de sua fungédo. O primeiro € um dominio de ligacdo ao
DNA que pode se ligar especificamente a uma sequéncia rica em AT para ser
reconhecida pelo complexo SNF/SWI. O segundo é o dominio C-terminal da
proteina, que pode estimular a ativacdo da transcricdo dependente do receptor
de glicocorticoide (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein
&id=21264565).

Este gene esta associado com a via de sinalizacdo do receptor de
andrégeno, do receptor de estrogeno e na manutengéo da transcricdo mediada
pela cromatina (Inoue et al, 2002). Além disso, Nagl et al. (2005, 2007)
mostraram a associacao do ARID1A e o controle do ciclo celular. Os autores
utilizaram como modelo a linhagem celular pré-osteoblastica MC3T3-E1, cujo
processo de diferenciacao é bem caracterizado, e bloquearam a proteina p270
(ARID1A) por métodos de RNA de interferéncia (RNAIi) para avaliar o papel
desta proteina no controle da proliferagao celular. Os resultados desse estudo
mostraram que as células com deplecdo de p270 normalmente apresentavam
falha na parada do ciclo celular, evidenciada pela sintese continua de DNA e
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pela auséncia de outras caracteristicas, como o aumento da regulacao de
ciclinas, a diminuicdo da expressao de Histona H4 e a atividade quinase cdc2-
especifica.

O gene ARID1A é expresso em todos tecidos humanos normais
examinados (Dallas et al., 2000; Wang et al., 2004b), porém a expressao
protéica ndo é detectavel ou apresenta-se muito reduzida em linhagens
tumorais, incluindo o carcinoma cervical e mamario (Nie et al, 2000;
DeCristofaro et al., 2001; Wang et al., 2004b). Resultados das andlises em 241
tumores (incluindo mama, utero, célon ovario, estbmago, pulmao, reto, rim,
dentre outras) por tissue array mostraram que a expressao da proteina p270
estava diminuida em aproximadamente 30% dos carcinomas renais e em 10%
dos carcinomas de mama (Wang et al., 2004b). Foi também demonstrado que
seu papel na regulacdo do ciclo celular pode ser mediado pela sua interacéo
com proteinas supressoras de tumor, como por exemplo, a TP53 (Lee et al.,
2002) e RB1 (Trouche et al., 1997), desempenhando assim um papel critico na
supressao tumoral em camundongos e em humanos (para revisao Roberts,
2004). O conjunto desses resultados, associado aos conhecimentos das
fungbes do gene, sugerem que o ARID1A pode ter um papel importante na
carcinogénese (DeCristofaro et al, 2001; Nie et al., 2000; Wang et al. 2004a).

As andlises de HR-CGH em amostras de carcinoma de prostata do
presente estudo mostraram perdas da regido cromossémica 1p36.1 em 63%
(5/8) dos casos do grupo | (que evoluiram com metastases), em 60% (3/5) do
grupo Il (boa evolugédo) e em 75% (6/8) das amostras do grupo Il (diferentes
bidpsias de tumor primario de um mesmo paciente). Estes resultados foram
comparados aos achados de CGH-array em um subgrupo das mesmas
amostras. Resultados concordantes com perdas do BAC mapeado nesta regidao
(e que contém a sequéncia do gene ARID1A) foram detectados em 1/6
amostras de tumores primarios e em 2/6 metastases de pacientes do grupo I.
No entanto, ndo foram detectadas perdas deste BAC nos tumores do grupo Il
(boa evolucao), sugerindo que este gene deve ter um papel relevante na
carcinogénese da préstata principalmente relacionado a progressao da doenca.
Essas diferencas de resultados obtidos pelas duas metodologias, HR-CGH e
CGH-array, podem ser explicadas pelas diferencas de sensibilidade das
metodologias. Pela CGH-array é possivel detectar alteragdes de perdas e
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ganhos gendmicos inferiores a 1Mb, enquanto que a HR-CGH é menos
sensivel, permitindo detectar perdas de seguimentos de DNA de ~2Mb. Além
disso, a resolucdo da HR-CGH é varidvel e pode depender da regiao
cromossémica envolvida (Schoumans et al., 2004). Por esta razdo, as perdas
em 1p detectadas por HR-CGH nas amostras do grupo Il se referem a grandes
seqUéncias genbmicas, que nao necessariamente incluiriam a sequéncia do
gene ARID1A, e por este motivo ndo foram detectadas por CGH-array. A perda
do gene ARID1A revelada pela metodologia de CGH-array, que confirma os
resultados de HR-CGH, apenas em um subgrupo de amostras do grupo I, um
tumor primario que evoluiu para metastase e em duas das metastases, e ainda
a auséncia de alteragbes neste BAC nos tumores primarios do grupo Il (boa
evolucao clinica) sugerem que este gene poderia discriminar um subgrupo de
tumores com bom e mau prognostico. Alteragdes gendmicas associadas ao
cancer de prostata numa regido bem proxima da detectada neste estudo ja
haviam sido relatadas. Perdas em 1p32-1p36 foram relatadas por Nupponen et
al. (1998b) e van Dekken et al. (2004) em linhagens celulares de CaP avaliadas
por CGH e CGH-array, respectivamente, e por Nupponen et al. (1998a) em
tumores de préstata recorrentes avaliados por CGH. Baseados na
potencialidade de aplicacdo desses resultados na pratica clinica e nas funcdes
descritas em literatura para o gene ARID1A que indicam que este gene é um
supressor tumoral, este foi selecionado para a validacao por gRT-PCR em um
grupo maior de carcinomas prostaticos.

Os resultados da qRT-PCR para validagdo dos resultados de perdas do
gene ARID1A detectadas no presente estudo indicaram que a maior parte dos
tumores de préstata (72%) expressa niveis aumentados do gene, enquanto que
niveis normais ou diminuidos foram detectados em 24% e 4% das amostras,
respectivamente. Dos trés casos com expressao diminuida de ARID1A, dois
apresentavam caracteristicas de mau progndstico, tais como: escore de
Gleason e risco de recorréncia altos, recidiva bioquimica (PSA po6s > 0,2ng/mL)
e presenca de metastase no caso 38T. O terceiro caso (34T) ndo apresentou
recidiva bioquimica (PSA p6s=0,05ng/mL) durante o seguimento clinico (36
meses). Este caso apresentava baixo risco de recorréncia (escore de Gleason
baixo e pT2a).
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A perda do gene detectada apenas nas amostras do grupo | (1/6, 17%)
pelo método de CGH-array sugere seu envolvimento na progressao da doencga.
Desta forma, foram avaliados os perfis de expressao génica de acordo com 0s
dados clinicos e patologicos. As analises mostraram que niveis normais ou
diminuidos da expressao do gene estdo associados a pior evolugao da doenga,
confirmando os achados de HR-CGH e CGH-array. Pacientes cujos tumores
tém expressao normal ou diminuida de ARID1A apresentam maior risco de
recorréncia bioquimica que aqueles com expressdo aumentada (P=0,0223,
OR=5,40, ICgys5+,=1,26-23,05). Além disso, 0s niveis normais ou diminuidos de
expressao do gene ARID1A estdo associados com diminuicdo do tempo de
sobrevida livre de doenca (SLD) em comparacdo com os pacientes com
expressdao aumentada do gene (P=0,0131; OR=2,706; |Cgs%= 1,320-10,70),
sendo as medianas de SLD de 17 e de 72 meses, respectivamente. Vale
ressaltar, que nesta andlise foram excluidos o0s pacientes sem recidiva
bioquimica cujo tempo de seguimento clinico foi inferior a 24 meses, de modo a
eliminar qualquer viés na analise em decorréncia do pouco tempo de
acompanhamento dos pacientes.

Considerando que o gene ARID1A é um supressor tumoral, seja pelo
controle do ciclo celular ou por outras fungdes ainda ndo conhecidas, e ainda
0s resultados deste estudo associando niveis normais ou diminuidos do gene
com os tumores com pior evolucéo clinica, nés postulamos uma hipétese para
explicar os resultados de expressdo deste gene nos carcinomas prostaticos.
Assim, no inicio do processo de proliferagdo anormal do tecido prostatico
ocorreria 0 aumento da ativacdo deste gene, levando ao seu aumento da
expressao, na tentativa de controlar o crescimento do tumor. Esta hipotese é
reforcada pela alta freqiéncia de aumento de expressdo deste gene nas
amostras de CaP, HNP e do tecido adjacente ao tumor em comparagédo ao
tecido prostatico normal. No entanto, ao longo do processo tumoral, naqueles
tumores mais agressivos, parte das células neoplasicas perde o gene por
delecao, pelo menos em um alelo, o que levaria a detec¢do de niveis normais
ou diminuidos dos transcritos, dependendo da proporcao de células com
delecdo desta regido génica. E importante salientar que como na andlise de
gRT-PCR foi utilizado mRNA extraido de um pool de células do tumor (com
delecao e sem delecao), pode-se detectar niveis normais do transcrito, em que
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o0 aumento da expressdao de ARID1A numa populagcédo celular € compensada
pela diminuicdo em outra. A validacdo dos resultados pela analise protéica de
p270 num numero maior de tumores de diferentes graus bem como em
amostras de HNP e tecido adjacente, podera confirmar os achados de
expressao génica do presente estudo e ainda reforcar a nossa hipétese para o
papel deste gene nos tumores prostaticos. A utilizacdo da metodologia de
imunohistoquimica para esta andlise facilitaria a sua aplicacéo futura na pratica
diagndstica dos carcinomas de prostata.

Em resumo, os resultados deste estudo sugerem que o ARID1A tem o
potencial para ser utilizado como uma ferramenta diagnéstica, podendo auxiliar
na discriminacdo de um subgrupo de pacientes cujos tumores apresentam
carater mais agressivo, e com isso, permitir uma conduta clinica mais

adequada nestes casos.

2. MTSS1 (Metastasis Suppressor 1) (Aliases: DKFZp781P2223, FLJ44694,
KIAA0429, MIM, MIMA, MIMB)

O gene MTSS71 esta mapeado em 8qg24.1. Esse gene, também
conhecido como MIM (Missing in Metastasis), foi identificado por Lee et al.
(2002) como um novo gene candidato a supressdao de metéstases. Os autores
identificaram por Northern blot a presenga dos transcritos em tecidos normais
como bago, prostata, testiculo, utero, célon e sangue periférico, porém estavam
ausentes em linhagens metastaticas de cancer de bexiga, bem como em
linhagens metastéaticas de cancer de mama e de préstata. Analise funcional da
proteina MIM mostrou que esta implicada no controle do citoesqueleto de
actina, e que o mecanismo supressor de metastase desta proteina poderia
estar relacionado a re-organizagéo da actina e/ou alteragdes na adesao celular
(Woodings et al., 2003).

Em outro estudo (Loberg et al, 2005) foi avaliada a expressédo do
MTSS1 (MIM-A) e duas variantes de splicing [MIM(12del) e MIM-B], que
apresentam homologia de seqiiéncia de aminoacidos acima de 50% em
relagao a proteina MIM-A. Os autores mostraram diminui¢cdo de expressao dos
trés transcritos em linhagens de tumores de prostata bem como em tumores
primarios de pacientes CaP em relagdo ao tecido prostatico normal. Além
disso, os autores transfectaram o gene MIM-A em uma linhagem celular de
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CaP (PC-3) e observaram que a expressao diminuida do gene estava
associada com a diminuicdo dos filamentos de actina e que o aumento da
expressao do MTSS1 estava associado principalmente com a diminuicao da
proliferacao celular, porém nao alterava a adesao ou motilidade celular. Estes
dados sugeriram que a reducao da expressao desse gene no CaP e em outros
canceres pode contribuir para o desenvolvimento do tumor, bem como, de
metastases.

Recentemente, Wang et al (2007) investigaram a expressdo da proteina
MTSS1 por imunohistoquimica em tumores de bexiga de baixo grau, de alto
grau e em células normais. Os niveis de MTSS1 nos tumores de baixo grau
foram semelhantes aos das células normais, ao passo que nos tumores de alto
grau apresentaram-se significativamente diminuidos. No mesmo estudo foi
analisada a expressdo de MTSS1 em linhagens de células epiteliais
transicionais normais (SV-HUC-L) e de células de carcinoma transicionais
(TCCSUP) mostrando alta expressao nas linhagens normais e baixa expressao
na linhagem tumoral. Os autores sugeriram que a regulagdo negativa de
MTSS1/MIM pode se correlacionar com a transigdo das células tumorais de
morfologia do tipo epitelial mais diferenciada para carcinomas menos
diferenciados.

Os resultados de HR-CGH revelaram perda de 89g24.1 em 75% (6/8) das
amostras de CaP e 64% (7/11) das metastases do grupo I, em 80% (4/5) dos
CaP do grupo Il e em todas as amostras de CaP do grupo Ill (n=8). Os
resultados de aCGH mostraram perdas em 4/6 tumores primarios e em 3/6
metastases do grupo | e ganho dessa regido gendbmica em 1/6 tumores
primarios também do grupo I. Por outro lado, no grupo I, de boa evolucéao
clinica, nao foi observada alteragdo. No grupo Ill foram detectados ganhos em
2/4 amostras de dois pacientes. Estes resultados sugerem que a perda do
gene MTSS1, um supressor de metastase, poderia contribuir para o processo
metastatico do cancer de prostata. Na validagdo por gRT-PCR, os resultados
obtidos mostraram diminuicdo de expressdao de MTSS7T num subgrupo de
pacientes (6/74, 8%), enquanto que expressao normal e aumentada do gene foi
detectada em 50% (n=37) e em 42% (n=31) das amostras, respectivamente.

Dos seis pacientes com diminuicdo de expressao (23T, 34T, 51T, 176,
213 e 217), cinco apresentaram risco de recorréncia alto (exceto 34T), destes
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apenas 23T e 176 tiveram recorréncia bioquimica. O caso 51T nao p6de ser
avaliado devido a auséncia dos dados de PSA pés-cirurgico. Dos trés casos
restantes, os casos 213 e 217 estdo sendo acompanhados por 4 e 12 meses,
respectivamente, e um esta sendo acompanhado ha 36 meses (caso 34T).
Além disso, para o caso 38T, que comprovadamente teve metastases, a
expressao de MTSS1 foi de 0,59, proxima do limite considerado para
diminuicdo de expressdo (QR=2,0). E possivel que este curto periodo de
seguimento clinico de alguns pacientes nao permita inferir se eles realmente
constituem um subgrupo de pior prognéstico que podera evoluir para
metastases.

Foram avaliadas as freqléncias de casos com expressdo normal ou
diminuida de MTSS1 nos grupos com e sem recidiva bioquimica e ndo foram
observadas diferencas entre os grupos. Vale ressaltar que para esta analise
foram excluidos os pacientes sem recidiva bioquimica com menos de 24 meses
de seguimento clinico. Com relagdo aos parametros clinico-histopatologicos, a
analise dos niveis de MTSS1 em relacdo ao PSA pds-cirdrgico elevado (=
0,2ng/mL) apresentou diferenca marginalmente significativa (P=0,0564),
evidenciando que niveis mais baixos do gene poderiam estar relacionados a
recorréncia bioquimica. Este resultado foi confirmado numa analise posterior,
quando foram excluidos os casos com seguimento clinico inferior a 24 meses,
indicando que niveis mais baixos do gene estao associados significativamente
com recidiva bioquimica nos pacientes com carcinoma de prostata (P=0,0376).

Embora nao foram observadas diferencas nas freqiéncias de casos com
expressao normal ou diminuida de MTSS7 nos grupos com e sem recidiva
bioquimica, os achados de associagdo significante entre menores niveis de
expressao do gene e niveis mais altos de PSA pds-cirurgico, confirmam, pelo
menos em parte, os achados de perda do gene por CGH-array no grupo de
pacientes com pior evolucdo. O aumento da casuistica, principalmente de
pacientes acompanhados por periodos mais longos, podera contribuir para
estabelecer o papel do gene MTSS1 na progressdo dos carcinomas de

préstata.
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3. NME1 (non-metastatic cells 1) (Aliases: AWD, GAAD, NDPK-A, NDPKA,
NM23, NM23-H1)

O gene NMET1, localizado em 17921.3 foi isolado a partir de uma
biblioteca de cDNA de linhagens celulares metastaticas de camundongos e foi
descrito, como um supressor de metastases, apresentando baixa expressao de
mRNA em células com alto potencial metastatico (Varesco et al., 1992; Steeg
et al., 1998).

Diversos estudos indicam que a reducdo da expressao de NME1 esta
associada com caracteristicas histopatoldgicas agressivas do tumor,
comportamento agressivo, menor sobrevida do paciente, bem como
metastases em varios carcinomas (Bevilacqua et al., 1989; Ayhan et al., 1993;
Royds et al., 1993; Tokunaga et al., 1993; Kodera et al., 1994; Yamaguchi et
al., 1994; Tannapfel et al. ,1995; Engel et al., 1998; Steeg et al., 1999; Khan et
al., 2001; Curtis et al., 2007; Wiese et al., 2007; Carinci et al., 2007; Ferrari et
al., 2007; Wang et al., 2008; Liu et al., 2008).

A expressédo reduzida da proteina NM23 em carcinomas colorretais
primarios foi sugerida como um preditor de metastases em figado e em
linfonodos (Berney et al., 1999). Garinis et al. (2003) avaliaram a expressao de
NME1 em 52 tumores colorretais e detectaram a diminuigcdo da expressao em
54% dos carcinomas e associaram estes achados com a presenca de
metastases em linfonodos. A maioria dos estudos sugere que NM23 tem um
papel prognéstico em carcinomas gastrico e colorretal (Dursun et al., 2002).
Carcinomas bem diferenciados apresentam marcacdo intensamente corada
para a proteina NM23 quando comparados aos adenocarcinomas
moderadamente e pouco diferenciados (Yeung et al, 1998; Dursun et al.,
2002).

Embora boa parte dos estudos mostre a diminuicdo da expressao de
NME1 ou da sua proteina em varios tipos tumorais e correlacionem com
caracteristicas de pior prognéstico, ha uma grande controvérsia na literatura a
respeito da expressao desse gene e seu valor prognéstico. Ha estudos que
mostraram o0 aumento da expressdao de NME71 em tumores invasivos e
relacionam esse aumento de expressao com a progressao da doenca. Zhao et
al. (2004) relataram que o aumento da expressao do gene leva a alteragéo do
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ciclo celular e a resposta a danos do DNA, apoptose, transducdo de sinal,
angiogénese, adesdo, invasao e metastase. Lee et al. (2006) avaliaram a
expressdao da proteina NM23 numa plataforma de tissue microarrays de
linfomas e detectaram aumento da expressao associado com alto escore da
doenca e baixa taxa de sobrevida dos pacientes. O aumento da expressao de
NME1 também foi relatada por Wiese et al. (2007) ao avaliarem genes
diferencialmente expressos em carcinomas colorretais invasivos em um estudo
de cDNA microarrays. Por outro lado, outros relatos mostraram que o aumento
da expressao do gene esta associado com agressividade reduzida e com bom
prognéstico em carcinoma de células renais (Kanayama et al., 1994; Nakagawa
et al., 1998).

Em céancer de prostata, os trabalhos publicados também refletem esta
controvérsia quanto ao papel de NME1 na carcinogénese. Konish et al.(1993)
encontraram reducéo da expresséo protéica de NME1 por imunohistoquimica
em CaP de pacientes com doengca metastatica e relataram coloragao
moderadamente positiva para as amostras de HNP. Por outro lado, lgawa et al.
(1994) mostraram que a coloragao positiva de NME1 (por imunohistoquimica)
estava associada com CaPs de alto grau, indicando que em CaP o NME1 nao
parece exercer fungdo de supressor tumoral.

Os resultados desses estudos sao conflitantes e ndao permitem uma
conclusdo sobre o real papel desta proteina nos canceres em geral, em
especial, no CaP, o que indica que outros estudos devem ser conduzidos para
elucidar este papel do NME1. Além disso, como em outros casos, a proteina
pode ter papéis diferentes na evolucédo do tumor dependendo da fase do tumor
e também em diferentes tumores.

Os resultados do estudo de HR-CGH mostraram delegbes em 17921.3
em 88% (7/8) das amostras de CaP e nas 11 metastases do grupo |, em 60%
(3/5) dos CaP do grupo Il e em 88% (7/8) dos CaP do grupo lll. A avaliacdo
por CGH-array revelou perdas afetando o gene NME1 em 3/4 amostras de CaP
de dois pacientes (grupo lll, analisado na plataforma de 19k7.1 single-spotted
microarrays). O gene NME1 ndo estava representado na plataforma BACs
HB68 (6k) e, portanto, ndo foi possivel avaliar o comportamento deste gene
nas amostras dos grupos | e Il.
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Os resultados de expressdo génica do presente estudo mostraram
diminui¢cdo de expressdo em 14% dos carcinomas primarios (casos 2T, 3T, 8T,
13T, 14T, 26T, 34T, 38T, 51T e 217) e aumento em 30%. Estes casos
apresentaram caracteristicas clinicas bastante variadas que ndo mostraram
associagcdo com os niveis de expressao génica. Os casos 34T, 51T e 217
também apresentaram diminuicdo de expressao do gene MTSS1. O Unico caso
com metastases ao diagnédstico (38T), que apresentou diminuicdo de NMET,
também mostrou expressao diminuida de ARID1A (QR=0,28) e discreta
diminuicdo de MTSS1 (QR=0,59). Sendo assim, ndo foi possivel estabelecer
nestes casos uma relacdo da diminuicdo de expressdo deste gene e as
caracteristicas clinicas, uma vez que outros genes, incluindo os analisados
neste estudo, também devem desempenhar um papel importancia na evolucao
da doenga.

A andlise de associacao entre os niveis do transcrito do NMET1 e os
parametros clinico-histopatologicos isolados ou agrupados em escores nao
revelou nenhum resultado significativo. Além disso, ndo foram observadas
diferengas estatisticas entre os niveis normais e diminuidos de expressao
génica e recidiva bioquimica, tampouco com o tempo de sobrevida livre de
doenca. Borchers et al.(1996) avaliaram a expressdao de NMET1 por qRT-PCR
em amostras de HNP e CaP, e verificaram a relacao da expressao génica com
caracteristicas clinicas. Eles encontraram niveis significativamente mais baixos
de NMET1 nas amostras de CaP em relacdo as amostras de HNP (P=0,028).
Nao foi encontrada diferenca significativa de expressdo génica entre os
diferentes graus de Gleason (3 -10) nem com relacao a tratamento hormonal.
Segundo os autores, os resultados sugerem que alteracdo da regulacdao de
NMET1 poderia ocorrer durante o desenvolvimento do carcinoma de prostata,
mas que este nao seria um marcador de metastases nestes carcinomas.

Desta forma, os resultados de expressdao do gene NME1 por qRT-PCR
ndo validaram os achados de HR-CGH. No entanto, este resultado n&o
descarta o envolvimento da regido 17g21.3 como importante na carcinogénese
da préstata, outros genes mapeados nesta regido podem estar envolvidos e
poderiam ser investigados como potenciais genes candidatos no CaP.
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4. S100A4 (S100 calcium binding protein A4) (Aliases: 18A2, 42A, CAPL,
FSP1, MTS1, P9KA, PEL98)

O gene S100A4 estda mapeado em 1g21. A proteina codificada por esse
gene constitui parte da familia de proteinas de ligacao ao calcio S100 que
compreende cerca de 20 membros com funcdes relacionadas a processos
celulares, tais como divisdo celular, motilidade, secrecdo, sintese protéica e
permeabilidade da membrana (Schafer e Heizman, 1996; Heizman et al., 2002;
Donato, 2003). No entanto, alguns membros da familia, como S100A2,
S100A4, S100A5, S100A6, S100A8, S100A9 e S100A11 desempenham papéis
importantes no desenvolvimento e progressdao tumoral (Hanqc et al., 2004;
Rehman et al., 2004a; 2004b; 2005; Cross et al., 2005; Helfman et al., 2005).

O gene S100A4 é reconhecido como um marcador de progressao
tumoral, invasdo, metastase e pior progndstico em varios tipos de cancer, tais
como mama, bexiga, colorretal, colon, pancreas, tiredide, pulmao, prostata e
ovario (Davies et al., 1993; 2002; Takenaga et al., 1997; Rudland et al., 2000;
Yonemura et al., 2000; Gongoll et al., 2002; Mazzucchelli, 2002; Grupta et al.,
2003; Cho et al, 2003; Jenkinson et al., 2004; Helfman et al., 2005 Mueller et al,
2005; Rudland et al., 2006; Agerbaek et al., 2006; Hemandas et al., 2006; Stein
et al. 2006; Chen et al, 2006; Saleen et al., 2006; Kikuchi et al., 2006; Ai et al.,
2008; Min et al., 2008).

Davies et al. (1993) mostraram que a transfeccéo de linhagem celular
epitelial benigna de camundongos com S7100A4 induziu a um aumento da
motilidade e alta incidéncia de metéstases. Takenaga et al. (1997) mostraram
que a diminuicdo da expressdo do S7100A4 por RNA antisense suprimiu a
capacidade metastatica de células de carcinoma pulmonar de rato Lewis
altamente metastatico. Em adigcdo, a expressdao aumentada da proteina
S100A4 foi associada com metastase e diminuicdo da sobrevida em varios
tipos de cancer, incluindo o de bexiga (Davies et al., 2002; Matsumoto et al.,
2007), mama (Rudland et al., 2000), colorretal (Gongoll et al., 2002; Hemandas
et al., 2006), ovario (Kikuchi et al., 2006), estbmago (Yonemura et al., 2000) e
es6fago (Ninomiya et al., 2001).

Recentemente, Ai et al. (2008) relataram expressao positiva de S100A4
por imunohistoquimica em 61,3% de tumores pancreaticos (n=62). Além disso,
os autores relataram que a expressdo aumentada de S100A4 estava
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significativamente correlacionada com o tamanho do tumor, estadiamento
(TNM) e pior prognéstico, sugerindo que o aumento de expressdo de S100A4
poderia acentuar a motilidade celular e a invasividade tumoral.

Em carcinomas de préstata, a expressdo aumentada da proteina
S100A4 e do seu mRNA foi observado em 28/37 (76%) dos CaPs em
comparacdo com 3/36 (8%) das HPB e prostatites. Além disso, foi observado
um aumento progressivo da expressdao com o aumento do grau do tumor.
Neste trabalho também foram avaliadas linhagens celulares de CaP que
também mostraram aumento da expressao protéica em todas as células de
carcinoma, enquanto baixos niveis de expressdo (constitutivos) foram
observados em outras linhagens de células ndo-malignas (Grupta et al., 2003).

O S7100A4 exibe um amplo espectro de fungdes, tanto extracelulares
quanto intracelulares, como um membro tipico da familia S100. A proteina
intracelular S100A4 pode influenciar fungdes celulares vitais, tais como
motilidade celular, invasdo, divisdo e morte celular (Grigorian et al., 2001).
Apesar das evidéncias de que as proteinas S100 possuem funcdes
extracelulares, seu mecanismo ainda nao é totalmente conhecido. Embora haja
relatos da relacdo entre a expressdo do S700A4 e pior prognéstico, o
mecanismo real de indugdo tumoral permanece ainda pouco estudado
(Marenholz et al., 2004). S100A4 é secretada constitutivamente por fibroblastos
em cultura, e a cultura simultdnea de células tumorais e fibroblastos estimula a
liberacdo da S100A4 por este tipo celular (Watanabe et al,, 1992; Schmidt-
Hansen et al.,, 2004). Tém-se proposto que a S100A4 intracelular acelera a
progressao tumoral pela estimulagdo da motilidade das células endoteliais,
promovendo deste modo a angiogénese. A invasao pode nao ser dependente
da estimulagédo da proliferacdo celular, mas correlacionado com a modulacao
transcricional de genes envolvidos com degradacdo proteolitica da matriz
extracelular (Schmidt-Hansen et al, 2004). Neste sentido, € sabido que
S100A4 extracelular estimula a atividade da metaloproteinase 13 (MMP-13),
que tem como funcéo a degradagdo de componentes da matriz extracelular, e
age como fator moderador pré-metastatico de células tumorais (Schmidt-
Hansen et al., 2004). Estudos recentes em outros tumores, como carcinoma de
mama e de cabecga e pescoco, mostraram que a proteina S100A4 é expressa
em células dendriticas presentes no estroma do tecido (Ambrosio et al., 2007).
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A andlise de HR-CGH permitiu a identificagcdo de ganhos em 1921 em em 38%
(3/8) dos CaP e em 55% (6/11) das metastases do grupo |, em 20% (1/5) dos
CaP do grupo Il e em 25% (2/8) dos CaP do grupo lll. Por outro lado, perdas
dessa regiao cromossémica foram detectadas em 50% (4/8) dos CaP e em 9%
(1/11) das metastases do grupo | e em 50% (4/8) dos CaP do grupo lll. Os
resultados de CGH-array mostraram perdas do BAC que contém o gene
S100A4 em 2/4 amostras de tumores primarios do grupo Il (bom prognéstico) e
perda no tumor priméario em 1/6 casos do grupo |.

A analise dos transcritos de S100A4 mostrou que 51% dos tumores
apresentaram niveis dentro dos limites normais de expressdo, sendo que a
porcentagem de casos com aumento (22%) e diminuicao (27%) dos transcritos
foi semelhante. O subgrupo de pacientes com niveis mais altos do gene
apresentaram caracteristicas de mau prognéstico. Em relacédo as comparacoes
dos niveis de expressdo de S100A4 e os parametros clinico-histopatolégicos,
foi observada associagcdo significativa entre o0s niveis aumentados de
expressdao do S7100A4 e presenga de extensdo extra prostatica (P=0,008).
Esses achados foram confirmados por outra andlise, que mostrou a forca de
associagao entre expressao aumentada do gene e presenca de extensao extra-
prostatica (P=0,020; OR=5,66, |Cgs%,=1,171-27,37, teste de Fisher). Esses
resultados sugerem que o aumento da expressdo de S7100A4 estaria
relacionado a maior capacidade invasiva das células tumorais. Adicionalmente,
a analise da expressdo de S100A4 em relagdo aos escores clinico-
histopatoldgicos revelou que uma associagdo marginalmente significativa
(P=0,048) entre a presenga de pelo menos um fator de pior progndstico (escore
de 1 a 5) e niveis mais altos de S7100A4. Assim, estes resultados validam os
achados de CGH-array e estdo de acordo com os dados da literatura. O
conjunto dos resultados reforga a hipdtese de que niveis diminuidos do gene
decorrentes, por exemplo, da delecdao de pelo menos um alelo, estariam
relacionados as caracteristicas de bom progndstico.

Diferentemente dos demais genes avaliados nesse estudo foi observada
diferenga marginalmente significativa (P=0,054) entre os niveis de S100A4 nos
tumores em relacdo ao tecido adjacente, sendo que estes ultimos
apresentaram niveis mais altos. Quando os grupos de amostras de tecidos
adjacentes e HNP foram agrupados e comparados as amostras tumorais, essa
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diferenca ficou ainda mais evidente (P= 0,0217). A semelhanca entre o padréo de
expressao do tecido adjacente com o tecido tumoral para a maioria dos genes
analisados constitui um achado interessante, sugerindo que o tecido adjacente
poderia conter células do tumor ndo detectadas por analise morfoldgica. Por
outro lado, a diferenca de expressao entre tecido adjacente e o tecido tumoral
detectada para o gene S7100A4 poderia ser explicado pela maior freqiiéncia de
células estromais no tecido adjacente. De acordo com dados previamente
publicados, células que expressam S7100A4 foram detectadas no estroma de
canceres de mama (Rudland et al,. 2000; Nikitenko et al., 2000), carcinoma do
célon (Taylor et al., 2002), cancer colorretal (Hemandas et al., 2006, Cho et al.,
2005) e cancer prostatico (Grupta et al., 2003). Outros estudos observaram a
expressao de S7100A4 em vaérias células que participam da formagcdo do
estroma tumoral, como macrofagos, linfécitos-T e neutréfilos (Grigorian et al..
1993; 1994; Takenaga et al, 1994). Modelos animais sugerem que a
expressao de S100A4 e sua producao por células do estroma contribuem para
a progressdo tumoral e metastase (Grum-Schwensen et al., 2005).
Recentemente, Cabezon et al. (2007) utilizaram anticorpos especificos em
combinacdo com imunohistoquimica para identificar os tipos celulares que
expressam S7100A4 em bidpsias de cancer mamario obtidas de pacientes de
alto risco para metastase. Os autores demonstraram que a S100A4 é
produzida por fibroblastos, macréfagos e linfécitos ativados e € lancado para o
fluido intersticial tumoral, onde é encontrado em diversas formas
correspondentes a variantes protéicas.

Tem se tornado evidente que o0 microambiente contribui para
tumorigénese em canceres de origem epitelial, incluindo o de préstata (Cunha
et al., 2002, 2003). Dezoito amostras de células do estroma de diferentes
origens histolégicas/patologicas de zona de transicdo normal, zona periférica,
hiperplasia prostatica benigna e canceres de préstata foram avaliadas por
cDNA microarrays (Zhao et al., 2007). Os autores observaram aumento do
transcrito S100A4 e também da proteina em amostras de hiperplasia prostatica
benigna comparadas as células normais da zona de transi¢do. Demonstrou-se
que a proteina & expressa por fibroblastos, possivelmente derivada de células
epiteliais por meio de transformacédo epitélio-mesénquima durante a fibrose
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(Strutz et al., 1995; lwano et al., 2002). Sua expressao também ¢é induzida por
citocinas classicamente associadas com fibrose (Okada et al., 1997).

A grande maioria dos estudos em literatura ndo realizou procedimentos
de microdissec¢do das células tumorais na analise de expressdao do gene
S100A4. Considerando que a expressdao do gene S7100A4 ocorre em outras
células incluindo as do estroma, e que todos os casos de CaP do presente
estudo foram microdissecados, garantindo a presenca predominante de células
tumorais, essa poderia ser uma possivel explicagao para a diferenga dos niveis
gerais de expressao desse gene detectada entre CaP (niveis mais baixos) e
tecido adjacente (niveis mais altos).

Finalmente, € importante ressaltar que o clone representativo do gene
S100A4 presente na plataforma de BACs HB68 (RP11-139D23) continha varios
membros da familia S100, além de outros genes. Uma analise de homologia de
sequéncias foi realizada utilizando a ferramenta BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) entre o clone e os genes relacionados.
Foi verificada alta similaridade (~90%) entre alguns genes da familia S100:
S100A7, S100A6, S100A5, S100A3 e S100A2 e entre outros genes contidos no
BAC e descritos na gene list (~80%): KIAA0460, TARSL1, ADAMTSLA.
Portanto, os resultados de perda deste BAC nos tumores podem propiciar a
avaliacao de outros genes candidatos nos carcinomas de prostata, além do
gene avaliado neste estudo.

5. TOP2A (topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa) (Aliases: DNA
topoisomerase ll, 170 kD; DNA topoisomerase Il, alpha isozyme)

O gene TOP2A, mapeado em 17921-g22, adjacente ao oncogene HER2,
codifica a enzima topoisomerase llI-a, que cataliza o relaxamento da super-
helicoidizacao das moléculas de DNA, essencial para a sintese de RNA e
duplicacdo do DNA (Mondal e Parvin, 2001). Além disso, a TOP2A esta
envolvida em processos como condensagdo cromossdmica, separacao de
cromatides e reparo do DNA (Zwelling, 1985).

O aumento da expressédo de TOP2A tem sido relatado em cerca de 20 a
62% dos adenocarcinomas mamarios (Cardoso et al., 2004; Rudolph et al.,
1995; Coon et al., 2002; Durbecq et al., 2004; Bhargava et al., 2005; Fritz et al.,
2005; Miyoshi et al, 2008) e a amplificacdo génica descrita em
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aproximadamente 12—24% dos canceres de mama (Cardoso et al., 2004; Coon
et al., 2002; Bhargava et al., 2005; Mueller,et al., 2004; Knoop et al., 2005).
Além dos tumores mamarios, canceres de ovario (Chekerov et al., 2006;
Walker et al. 2007) e de pulmédo (Keith et al, 1992) também apresentaram
expressao aumentada de TOP2A.

Estudos avaliando a expressado protéica do TOP2A tém mostrado
aumento da expressao dessa proteina (por imunohistoquimica) em canceres
de bexiga, mama, ovario e prostata (Simon et al., 2003; Bhargava et al., 2005;
Chekerov et al.,2006; Hughes et al., 2006; Bai et al. 2007; Nielsen et al., 2008;
Kosari et al., 2008; Rody et al., 2008; Arriola et al., 2008).

Chekerov et al. (2006) avaliando a expressdao do gene TOP2A em
células tumorais e estromais microdissecadas a partir de tumores ovarianos
primarios (n=34) e recorrentes (n=28), por qRT-PCR, hibridacdo in situ
utilizando sonda de RNA e imunohistoquimica, mostraram que esse gene
apresenta padrao de expressado distinto para células tumorais e estromais
adjacentes ao tumor ovariano. A expressdao de TOP2A era muito mais
abundante em células tumorais do que no estroma, em nivel de RNA e
proteina. Entretanto, um padrdo especifico de expressédo foi encontrado nas
amostras de tumores recorrentes apds quimioterapia: a expressao de TOP2A
era mais abundante (RNA e proteina) em células tumorais de pacientes nao
tratados do que nos pacientes tratados, e o padrao inverso foi encontrado em
células estromais (expressao mais abundante em tumores recorrentes do que
nos tumores primarios). Os autores reportam que essas diferengas no padrao
de expressdao do TOP2A em células epiteliais e no estroma adjacente poderiam
refletir os efeitos diversos da quimioterapia em duas subpopulagdes celulares e
que as células estromais possivelmente desempenhariam algum papel na
progressao tumoral ovariana e resisténcia a quimioterapia.

Em cancer de préstata, Murphy et al. (2007), avaliaram 100 amostras de
carcinoma prostatico (41 localizados e 59 avancados) e 42 casos de
hiperplasia prostatica benigna, com uso de tissue microarrays, para 0s genes
TOP2A e HERZ2, por avaliagdo imunohistoquimica e FISH (hibridacéo
fluorescente in situ). Os autores observaram reatividade para o0 HER2 em oito
tumores dos quais seis também expressaram TOP2A (75%) revelando uma
associacao estatisticamente significante (P=0,0009) entre o aumento de
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expressao protéica de HER2 e de TOP2A. O aumento de expressao desses
genes foi confirmado por FISH, que revelou amplificagdo em baixo numero de
cépias (1,5 a 2,19 copias) nos cinco tumores para o gene TOP2A e em quatro
para o HER2. Nao foi detectado alto nivel amplificagdo (numero de cépias =3,0)
para os genes avaliados. Os resultados mostraram ainda forte correlagdo entre
a amplificacdo de TOP2A e resisténcia a andrégenos bem como uma
associagao entre amplificagdo do TOP2A e diminui¢ao da sobrevida.

Os resultados do estudo com HR-CGH mostraram ganhos no
cromossomo 17g em 1/5 tumores do grupo Il (paciente P29). A avaliacdo por
CGH-array revelou que o BAC contendo o gene TOPZ2A estava envolvido em
ganhos em 1/4 amostras de carcinoma de prostata de dois pacientes (grupo I,
analisado na plataforma de 19k7.1 single-spotted microarrays), em 1/4 tumores
do grupo Il (paciente P29) e em 1/6 tumores primarios e 1/6 metastases de
pacientes do grupo | avaliados na plataforma BACs HB68 (6k), confirmando os
achados de HR-CGH.

Na analise de expressédo génica o aumento de TOPZ2A foi detectado em
84% das amostras de CaP avaliadas, sendo que 41% apresentou alto nivel de
expressao (QR>10). A andlise de associacao entre os niveis do transcrito do
TOP2A e os parametros clinico-histopatoldégicos agrupados em escores nao
mostrou nenhuma associacdo estatisticamente significativa entre os niveis
aumentados de transcritos e escores de pior prognéstico. Entretanto, nossos
resultados mostraram que o0s niveis mais altos de TOP2A nos tumores
primarios estdo associados aos maiores escores de Gleason, sugerindo que
este gene pode estar envolvido com o carater mais agressivo dos tumores de
prostata.

Altos niveis de expressdo em comparagdo aos tecidos prostaticos
normais foram observados em 61/73 (84%) amostras de CaP, em 4/°6 (67%)
amostras de HNP e em 13/19 (68%) amostras de tecido adjacente indicando
ser este um evento precoce da carcinogénese prostatica relacionado a
proliferacdo celular anormal. Recentemente, Kosari et al .(2008) utilizaram
andlise de expressao por microarray em 100 amostras microdissecadas a laser
incluindo o epitélio ndo neoplasico, CaP (escores de Gleason 3, 4 € 5) e
metastases nodulares. Entre os genes relatados como associados com
progressao sistémica nos carcinomas de prostata estavam incluidos o TOP2A
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e RRM2, os quais foram validados por gRT-PCR. Estes genes foram
identificados como parte de um cluster de genes de proliferacdo por Tabach et
al. (2005).

Hughes et al. (2006) ja haviam sugerido um aumento da expressao
protéica de TOP2A associado com o aumento dos escores de Gleason e com
insensibilidade a hormdnios. Os autores avaliaram HNP e CaP com diferentes
escores de Gleason (de 6 a 10) numa plataforma de tissue microarray. Eles
encontraram marcacgdes positivas da TOP2A inclusive nas HNP, mostrando
que nao houve diferenca significativa entre HNP e CaP com escore de Gleason
6(3+3). Por outro lado, mostraram que os CaPs com escores de Gleason mais
altos (8, 9, 10) apresentavam aumento de expressao da TOP2A significativa
em relagdo aos CaPs com escores de Gleason mais baixos (6 e 7). Dentre os
CaP com maiores escores de Gleason os autores avaliaram 0s casos
resistentes ao tratamento hormonal (n=15) contra os que ndo haviam recebido
nenhum hormdnio (n=34) e encontraram diferenca significativa, sugerindo que
expressdo aumentada de TOP2A estaria relacionada a insensibilidade
hormonal. Os resultados de expressao génica do presente estudo corroboram
esses achados. Embora detectados niveis altos de expressao de TOPZ2A para
as amostras de HNP, ndo houve diferenca significativa entre elas e os CaPs
com escore de Gleason 5 e 6 (P=0,150). Além disso, mostramos que quanto
mais alto o escore de Gleason maior o nivel de expressdo de TOP2A
(P=0,0006). Quanto ao tratamento hormonal, ndo foi possivel avaliar a relacéo
da expressao de TOP2A com este dado clinico, pois o numero de casos que
receberam tratamento hormonal em nossa casuistica era muito pequeno —
apenas 4 dos 75 CaP avaliados (casos 1T, 38T, 50T e 88). Esses casos
apresentaram caracteristicas clinicas variaveis, dentre elas escore de Gleason
7(3+4), 7(4+3) e 9 (5+4), risco de recorréncia de moderado a alto, e QR para
TOP2A variou de 6,04 a 49,01.

A associacdo dos niveis mais altos dos transcritos de TOP2A com os
maiores escores de Gleason mostrada neste estudo, sugere o envolvimento
deste gene na progressdo da tumorigenese prostatica. Sendo assim, este
poderia ser um marcador adicional para a detecgdo de tumores com carater
mais agressivo, e com isso, auxiliar na pratica clinica e eventualmente no

tratamento destes pacientes. Sendo assim, estudos por imunohistoquimica
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avaliando a expressao da TOP2A ja estdo em andamento para a confirmacgao
destes resultados, e uma vez confirmados, poderia ser empregado como
marcador diagnéstico de tumores mais agressivos. Além disso, a investigagéo
da expressdo do oncogene HER-2 associada a expressao de TOP2A nas
amostras de nossa populacao poderiam auxiliar no delineamento de tratamento

especifico para um subgrupo de pacientes.
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CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia de HR-CGH é de grande utilidade para os estudos de
citogenética molecular em tumores solidos. As vantagens desta técnica
incluem: ndo depender de preparagdes cromossdmicas; ser aplicavel a tecido
fixado e incluido em parafina; avaliar o genoma como um todo, usando uma
pequena quantidade de DNA; ndo depender do conhecimento prévio de
regibes genOmicas afetadas, mostrando-se, portanto, como uma ferramenta
alternativa para a triagem dos desequilibrios gendémicos e identificacdo de
novos marcadores nos diferentes tumores, incluindo os carcinomas de
préstata.

Nesse estudo, a aplicacdo da HR-CGH permitiu a identificacao diversas
regidbes cromossdémicas envolvidas em perdas e ganhos genbémicos, refletindo
a complexidade das alteracbes genéticas dos tumores de préstata. Além disso,
esta andlise permitiu detectar alteragdes cromossémicas em diferentes tipos de
amostras de CaP, ou seja, com e sem evolugdo metastatica, incluindo as
proprias metastases. Assim foi possivel detectar as semelhancas e as
diferencas entre os perfis de alteracbes de cada grupo, com o intuito de
identificar novas regides cromossémicas que poderiam conter genes
envolvidos com a carcinogénese prostatica. Entretanto, devido a limitagdo
dessa metodologia quanto a resolucao das regides cromossémicas envolvidas
em perdas e ganhos, comparamos 0s resultados desse estudo com os
resultados de CGH-array realizado pelo nosso grupo em um subgrupo das
amostras avaliadas por HR-CGH. Assim, os resultados de CGH-array (nao
apresentados) auxiliaram na escolha dos genes mapeados nas regides
cromossémicas alteradas detectadas por HR-CGH, e que poderiam ser
marcadores tumorais e de metastases para o cancer de préstata. Além disso, a
selecdo dos genes levou em consideragdo a funcédo e o tipo de alteracao
encontrada nas amostras estudadas e dados em literatura relacionados ao
cancer. Desta forma, os genes selecionados, ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4
e TOP2A, foram validados por gRT-PCR em outro grupo de amostras de CaP e
em numero maior.

Trés genes supressores tumorais localizados em regides de perdas,
ARID1A, MTSS1 e NME1, e dois oncogenes, S100A4 e TOP2A, foram

selecionados com base nos resultados de HR-CGH e CGH-array.
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Especificamente em relacdo a estes dois ultimos genes, resultados conflitantes
foram observados entre as duas metodologias. Os resultados da CGH-array
mostraram perda do BAC que contém a seqiéncia do gene S7100A4 em um
subgrupo de amostras dos grupos | e Il e ganho do BAC contendo a seqliéncia
do TOP2A em um subgrupo de amostras dos trés grupos estudados. Em
desacordo com esses resultados, a HR-CGH revelou ganho da regido 1921.2
(S100A4) em um subgrupo de amostras dos grupos |, Il e Ill e perda em outro
subgrupo de amostras dos grupos | e lll, enquanto que para a regiao 17q12-21
(TOP2A) foram detectadas perdas para a maioria das amostras dos trés grupos
e apenas a amostra P29 (grupo IlI) apresentou ganho. Esse conflito nos
resultados revelados por essas metodologias também foi um dos motivos que
levou a escolha desses genes para a validacédo, na tentativa de elucidar qual
seria o comportamento destes genes num numero maior de amostras. A
analise dos transcritos de S700A4 mostrou que 51% dos tumores
apresentaram niveis dentro dos limites normais de expressao, sendo que a
porcentagem de casos com aumento (22%) e diminui¢ao (27%) dos transcritos
foi semelhante. O subgrupo de pacientes com niveis mais altos do gene
apresentaram associagdo com caracteristicas de pior progndstico, bem como
com tumores com invasao extra-prostatica. Esses resultados sugerem que o
aumento da expressdo de S7100A4 estaria relacionado a maior capacidade
invasiva das células tumorais. O conjunto dos resultados reforca a hipétese de
que niveis diminuidos do gene decorrentes, por exemplo, da delecdo de pelo
menos um alelo, estariam relacionados as caracteristicas de bom prognastico.
Com relagéo ao gene TOP2A, a analise de expressao por gRT-PCR revelou o
aumento de TOP2A em 84% das amostras de CaP avaliadas, sendo que 41%
apresentou alto nivel de expressdo (QR>10). Nossos resultados mostraram
que os niveis mais altos de TOP2A nos tumores primarios estdo associados
aos maiores escores de Gleason, sugerindo que este gene pode estar
envolvido com o carater mais agressivo dos tumores de préstata.

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo podemos
concluir que a HR-CGH se mostrou uma ferramenta 0til na triagem das
alteracbes genOmicas do cancer de prostata e suas metastases. Estes
resultados associados aos obtidos da analise de CGH-array tornou possivel a
selecdo de genes candidatos como marcadores tumorais e de progressao da
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doenca, que revelaram resultados interessantes e até promissores. Nossos
resultados sugerem que os genes ARID1A e TOP2A poderiam ser utilizados
como ferramenta diagnédstica para deteccao de tumores com carater mais
agressivo, e com isso, permitir uma conduta clinica mais adequada nestes
casos. Para isso, os resultados de expressdao de mRNA deverdao ser
confirmados pela analise da expressédo da proteina por imunohistoquimica, o
que pode ser futuramente aplicado facilmente como método diagnéstico. O
aumento da casuistica, principalmente de pacientes acompanhados por
periodos mais longos, podera contribuir para estabelecer o papel dos genes
avaliados nesse estudo na progressao dos carcinomas de prostata. A presenca
de outros genes mapeados nas regides cromossémicas estudadas
(principalmente em 1921.2 e 17921.3) e em outras regides levantadas como
relevantes na andlise de HR-CGH (como por exemplo 6p12) devem estar
envolvidos e deverdao ser investigados. Vale ainda considerar que, além de
sequéncias génicas, essas regides cromossémicas alteradas podem conter
sequéncias que codificam microRNAs (miRNAs), que poderiam ser importantes
na regulacao da expressao de genes relacionados com a carcinogénese. Tem
sido descritos miIRNAS com atividade oncogénica e outros com atividade
supressora. A importancia dessas moléculas na carcinogénese pode ser
avaliada pelo crescente numero de relatos na literatura associando os miRNAs,
o desenvolvimento e progressao de diferentes tumores (para revisdao Schickel
et al, 2008). Estudos tém demonstrado que boa parte dos miRNAs conhecidos
estdo localizados em regibes cromossdmicas instaveis associadas com o
cancer (Calin et al, 2004) e que grande parte das regibes gendmicas
envolvidas em alteracdes do numero de cépias de DNA contem genes que
codificam miRNAs (Zhang et al., 2006b). Assim, o presente estudo abre novas
perspectivas para pesquisas futuras, que poderao auxiliar na compreensdo dos
eventos relacionados ao cancer de préstata.
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Apéndice A: Resultado da analise comparativa com 70% de similaridade entre todas
as amostras de cada grupo e entre todos os CaP dos trés grupos de amostras.

Amostras Perdas comuns Ganhos comuns
1p32-33, 2035, 4p15.3-16, 5q34-35, 624-25, 7p14-
CaP 15, 7g34-35, 8922-24.3, 9p21, 9932-34, 10022,
(P1.P3, P7, P, 10924-26, 11q22-25, 12q22-24.3, 13q12-13, ]
P11, P12, P13, 14031-32, 15q22-26, 16p12-13.2, 1622-24,
P14) 17q11.2-25, 18¢22-23, 19p13.1-13.3, 19q13.1-
Grupo | 13.4, 20q13.1-13.3, 22q11.2-q13
Metastases
1p32-34.2, 7p14-15, 7935, 8q24.2, 9931-32, 934,
(P1M, P2M, 10924, 1026, 11923, 12q24.1-24.3, 14932, 15q22-
P5M, P8M, POM, 24, 16p12-13.2, 1622, 16q23-24, 17q12-22, 2p11.2, 5p13-14, 5q12
P11M, P12M, 17924, 18q22-23, 19p13.2-13.3, 19¢q13.1-13.3,
P13M, P14M1,  22q13
P14M2)
1p31-34.1, 1p36.1, 2936, 4p15.2-16, 8p12, 8g24.1-
CaP 24.3, 9931, 9934, 10p12, 10922, 10g24-26, 11q14-
Grupo Il 25, 12q23-24.3, 14g31-32, 15015, 15q22-26, 2p11.2, 3p12, 3q13.1,
(78P1, P29, P30, 16p12-13.3, 16q12.1, 16q22-24, 18q12-21, 18921-  4q12-13, 5q12, 6012
P31, P32) 23, 19p13.3, 19913.3-13.4, 20p11.2-12, 20q13.1-
13.3, 21022, 22q11.2-13
1p32-36.3, 1922, 1032-42, 2p12, 2p14-23, 2q14.1,
2q14.3, 2g21, 2934, 2936-37, 3p14-24, 3q13.2-
26.2, 3927-28, 5p13-15.3, 5q13-14, 5q21-34,
CaP 6p21.2-22, 6q16-21, 6024, 7p13-22, 7q11.2-32,
Grupo Il 7q34-36, 8p11.2-23, 8q11.2-24.3, 9p13-21, 9g21-
(15F2, 15F3, 34, 10p12-13, 10921-23, 10g25-26, 11p12, 11p15,
48F2, 48P3, 11q13-14, 11923-24, 12p12-13, 12q13-24.2, 13q14- )
70F1, 70F2, 21, 14q23-24, 14932, 15q14-15, 15q21-26,
177F1,177F2)  16p11.2-13.3, 16q12.1-24, 17p12-13, 17q12-22,
17025, 18q12-22, 19p13.2-13.3, 19q13.2-13.4,
20p11.2, 20g11.2-13.1, 20q13.3, 21g21-22, 22q11.2
e 22913
1p32-33, 8q24.1-24.3, 9934, 10922, 10g25-26,
Grupos |, 11023-24, 12023-24.3, 14932, 15022-26, 16p12-

CaP
el

13.2, 16022-24, 18922, 19p13.3, 19913.3-13.4,
20g13.1, 20q13.3, 22q13.

Negrito: regibes minimas comuns entre os tumores primarios e metastases do grupo |.
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Apéndice B:

Alteracbes comuns entre as amostras de metéastases e dos CaP

agrupadas de acordo com a localizagdo da metastase. Nas metastases 6sseas e em
testiculo foram consideradas as perdas e ganhos presentes em pelo menos 3 das 4
amostras; nas metastases em linfonodos quando presente nas 2 amostras.

Metastases Perdas Ganhos
1p12-13, 1g21-22, 2p11.2-13,
Osseas 1p31-34.1, 1p36.2-36.3, 1932, 2p22, 2937, 5931, 7p13-14, 8p12, 2022-23, 2g24, 2932, 3q11.2-

(P1M, P2M, P5M

9g31-34, 10926, 11913, 11923, 11925, 12q23-24.3, 13q33-34,
14932, 15q22-24, 16p12-13.3, 16q21-24, 17q12-25, 18922,

12, 3q13.1, 4p12-14, 4g24-
25, 5p12-13, 5q14, 521,

e P8M) 19p13.1-13.3, 19913.1-13.3, 20913.2-13.3, 22q13 6p12, 6q12-16, 6021-22,
8q12-13, 8q21.2
1p21, 1p32-34.2, 1p35-36.1, 1q32-44, 2q14.1-14.3, 2921, 4p15.3-
Testiculos 16, 4933-34, 5q34-35, 6p12-22, 6024, 7p12-15, 7p21-22, 7922-32,
7933-36, 8924.1, 8q24.2-24.3, 9921-22, 9931-33, 934, 10q24-25,
(P11M, P12M 10026, 11q13-14, 11g21-22, 11g22-24, 12p13, 12922-24.3, 14q31- 2p11.2, 5p13-14, 5q12

P13M e P14M1)

32, 15q22-26, 16p12-13.3, 16422-24, 17q11.2-23, 17q24-25,
18q12-21, 18q22-23, 19p13.1-13.3, 19q13.2-13.4, 20p11.2-13,
20q12-13.3, 22q13

1p32, 2p21, 3p14-21, 4p15.2-15.3, 7p14-15, 8q23-24.1, 8q24.3,

Linfonodos
9934, 10g21-22, 10g24, 11923, 11q24-25, 12q13-14, 12923-24.1,
15q15-21, 15q22-24, 16024, 17921, 18021-22, 19q13.3-13.4 2p11.2-12, 5q12, 8q12
(P3M e POM) 4=t > 1A 1ash RIS
22q13
CaP Perdas Ganhos

que evoluiram
para metastases

em Testiculo

(P11, P12, P13 e
P14)

1p32-33, 1p35-36.1, 2937, 4p16, 5331, 5q34-35, 6p12-21.1, 6q15,
7p14, 7p21, 7q34-35, 8q23-24.3, 9p13-21, 932, 934, 10q11.2,
10022, 10923-26, 11g22-25, 12p11.2, 12923-24.3, 13q12-13,
15021, 15q22-26, 16p11.2-13.2, 16q12.1, 16q22-24, 1721-25,
18g22-23, 19p13.1-13.3, 19q13.1-13.4, 20q13.1-13.3 ¢ 22q11.2-
13.

que evoluiram

para metastases

1p31, 1p32, 1931, 1932, 2p21-22, 2935, 3p21, 3p24, 3q22-24,
4p15.2-16, 4921-22, 4928, 5931, 5932, 5334, 6q13-14, 6q16-21,

em 6022, 6q24-26, 7p12-14, 722, 8q22-24.3, 9p21, 9922-32, 934,
10026, 11q22-24, 12q22-24.2, 13921, 14924-31, 15q15-21, 15q22- )
Linfonodos 26, 16p12-13.3, 17q12-24, 1725, 18p11.2, 18923, 19p13.1-13.3,
1913.1-13.3 € 22q11.2-13.
(P3 e P9)
Negrito: regides minimas comuns entre determinado grupo de tumores primarios e respectivo

grupo de metastases dos mesmos pacientes.
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