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Resumo

O cancer de prostata (CaP) é o tipo mais comum de cancer entre a populagdo
masculina, refletindo as taxas de incidéncia em todo o mundo, representando 29% dos
diagnosticos da doenga no Brasil, ficando atras apenas do cancer de pulmio. O CaP ¢
considerado um cancer de terceira idade com 75% dos casos ocorrendo a partir dos 65 anos,
mas a literatura mostra que nenhum limite de idade se aplica ao tratamento do tumor primario
sendo essencial junto ao diagnostico. Seguindo um processo de varias etapas, iniciando como
neoplasia intraepitelial prostatica (PIN), seguido pelo CaP localizado e em seguida
adenocarcinoma de prostata avangado com lesdo local, culminando em CaP metastatico. O
aumento da incidéncia pode ser justificado pela evolug¢ao diagnostica, melhoria na qualidade
das informagdes e tratamentos disponiveis como a radioterapia, embora o tratamento atual e
preventivo para esta doenga seja um tabu para a populagdo masculina, fazendo com que se
torne um cancer de diagnostico tardio. Por este motivo, destaca-se a importancia de estudos
como este, que visam a deteccdo de genes possiveis biomarcadores desse tipo tumoral,
principalmente em relagdo ao avanco da doencga, analisando processos € vias responsaveis
pela progressdo tumoral, resisténcia a terapias e outros fatores importantes para a contengao
da doenga. Plataformas, banco de dados e ferramentas online vém sendo cada vez mais
utilizados para a descoberta e ampliagdo de biomarcadores tumorais, se tornando uma forma
de explorar e aperfeigoar tratamentos e prognosticos da doenga. Assim, este estudo identificou
3 potenciais genes que se repetiam em estagios distintos dos estudos apresentados, como
potenciais biomarcadores, utilizando comparativos a amostras normal, tumor e aos estudos
que utilizaram a radioterapia, onde tais potenciais biomarcadores obtiveram variagdes
significativas durante tratamentos de radioterapia realizados em CaP, verificando possiveis
progressdes tumorais e bioldgicas que possam contribuir para o desenvolvimento da doenga

visando a metodologia adaptada ao estudo.

Palavras-chave: Cancer de prostata, bioinformatica, radioterapia, diagnostico, resisténcia,

biomarcadores.



Abstract

Prostate cancer (PCa) is the most common type of cancer among the male population,
reflecting incidence rates worldwide, representing 29% of diagnoses of the disease in Brazil,
second only to lung cancer. PCa is considered a cancer of the elderly, with 75% of cases
occurring after the age of 65, but the literature shows that no age limit applies to the treatment
of the primary tumor, being essential for the diagnosis. Following a multi-step process,
starting as prostatic intraepithelial neoplasia (PIN), followed by localized PCa and then
advanced prostate adenocarcinoma with local lesion, culminating in metastatic PCa. The
increase in incidence can be justified by the diagnostic evolution, improvement in the quality
of information and available treatments such as radiotherapy, although the current and
preventive treatment for this disease is a taboo for the male population, making it a late
diagnosis cancer. . For this reason, we highlight the importance of studies like this one, which
aim to detect possible biomarker genes for this tumor type, especially in relation to the
progression of the disease, analyzing processes and pathways responsible for tumor
progression, resistance to therapies and other important factors. for the containment of the
disease. Platforms, databases and online tools have been increasingly used for the discovery
and expansion of tumor biomarkers, becoming a way to explore and improve treatments and
prognosis of the disease. Thus, this study identified 3 potential genes that were repeated at
different stages of the studies presented, as potential biomarkers, using comparisons with
normal samples, tumor and studies that used radiotherapy, where such potential biomarkers
obtained significant variations during radiotherapy treatments performed in CaP, verifying
possible tumor and biological progressions that may contribute to the development of the
disease, aiming at the methodology adapted to the study.

Keywords: Prostate cancer, bioinformatics, radiotherapy, diagnosis, resistance, biomarkers.
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1. Introducao
1.1. Cancer de Prostata

Os tipos de cancer mais frequentes em homens sdo o cancer de pulmao (14,5%), prostata (13,5%),
colon e reto (10,9%), estdmago (7,2%) e figado (6,3%) (SCHILITHZ et al., 2019). No Brasil o
cancer de prostata (CaP) ¢ o tipo mais comum de cancer entre a populacio masculina,
representando 29% dos diagnodsticos da doenca. Dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA)
apontam para 65.840 novos casos de cancer de prostata a cada ano, entre 2020 e 2022, onde
homens com mais de 55 anos, com excesso de peso e obesidade, estdo mais propensos a
desenvolverem a doenga (INCA, 2022).

As diferencas nas taxas de incidéncia em todo o mundo refletem diferencas no uso de testes
diagnosticos. A taxa de incidéncia ¢ maior nos paises desenvolvidos em comparagdo aos paises em
desenvolvimento. Mais do que qualquer outro tipo, o CaP ¢ considerado um cancer da terceira
idade, ja que cerca de 75% dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos (INCA, 2020).
Homens afro-americanos tém as maiores taxas de incidéncia e tipo mais agressivo de CaP em
comparagdo a homens brancos (PRAWLA et al., 2019). A literatura mostra que nenhum limite de
idade se aplica ao principio que afirma que o tratamento do tumor primario ¢ essencial. Um estudo
recente demonstrou que homens idosos sdo mais propensos a ter doenga de alto risco e s2o menos
propensos a receber terapia definitiva (CHANG Al et al., 2014).

A transformagdo maligna da prdstata segue um processo de varias etapas, iniciando como neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN), seguida pelo CaP localizado e, em seguida, adenocarcinoma de
prostata avangado com invasdo local, culminando em CaP metastitico (SHEN; ABATE SHEN,
2010).

Os tumores da prostata sao heterogéneos em termos de grau e se comportam de acordo com a
composicao e diferenciagdo celular dentro do tumor. O aumento observado nas taxas de incidéncia
no Brasil pode ser parcialmente justificado pela evolugdo dos métodos diagndsticos (exames), pela
melhoria na qualidade dos sistemas de informacdo do pais e pelo aumento na expectativa de vida

(INCA, 2020).

1.2. Pontuacao Gleason

Os tumores de prostata sdo classificados pela soma dos dois graus mais importantes presentes como
um escore de Gleason (GS), que varia de 6 a 10. Os tumores de GS 6 (3 + 3) sdo considerados de
baixo grau, enquanto GS >7 com Gleason graus 4 e 5 sdo de alto grau (ALDEN et al., 2018). O
sistema de pontuagdo de Gleason foi introduzido em 1966 para a avaliacdo histologica da

agressividade do CaP e ¢ baseado em uma avaliagdo dos padrdes glandulares de cancer presentes na


http://genesdev.cshlp.org/content/32/17-18/1105.full#ref-350
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metastasis-potential
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/prostate-tumor
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amostra. A pontuacdo ¢ apresentada como uma soma do padrdo dominante ¢ do maior padrao
minoritario presente na amostra. Gleason descreveu inicialmente 5 padrdes variando de 1 a 5, sendo
o padrdo 5 o menos diferenciado. Em 2005, a Sociedade Internacional de Patologia Urologica
(ISUP) recomendou contra o uso dos padroes 1 e 2, deixando uma escala de pontuacao reduzida de
6 a 10 (EPSTEINS, 2010).

O sistema de classificagdo de Gleason, projetado pelo Dr. Donald Gleason, ¢ o sistema de
classificagdo predominante para o carcinoma de prostata, que baseia-se na arquitetura glandular. O
sistema de classificagcdo define cinco padrdes histoldgicos com diferenciacio glandular decrescente.
A distingao entre as pontuacdes de GS 6 e 7 € critica. O carcinoma de prostata GS 7 se comporta
significativamente pior do que o cancer de Gleason 6, mas melhor do que o cancer de pontuacao de
GS 8 a 10 (LIANG CHENG et al., 2010).

Muitos relatorios confirmam a importancia do escore de Gleason na previsdo do resultado com
nenhum tratamento, tratamento com prostatectomia radical e radioterapia. Para pacientes que
recebem terapia hormonal neoadjuvante ou adjuvante, o grau de GS ¢ um preditor independente de
falha bioquimica. Dos muitos sistemas propostos ao longo do tempo para a classificagdo do cancer
de prostata, atualmente o mais amplamente aceito e utilizado ¢ o sistema de GS (RAJAL, 2009).

Na graduagdo histologica, as células do cancer sao comparadas as células prostaticas normais.
Quanto mais diferentes das células normais forem as células do cancer (figura 1), mais agressivo
sera o tumor e mais rapida serd sua disseminacdo. A escala de graduacdo do CaP (tabela 1) varia de

1 a5, com o grau 1 sendo a forma menos agressiva (INCA, 2002).

Figura 1: Bases Patologicas de Identificagdo: Cancer de Prostata (SANARFLIX, 2021).
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Tabela 1: Resumo dos diferentes graus de Gleason e suas caracteristicas.

Grau | Células uniformes e pequenas, formacao de glandulas regulares, pouca variagao de
1 tamanho e forma, com bordas bem definidos, densamente agrupadas, distribuidas
homogeneamente € com pouco estroma

Grau | Células variam mais em tamanho e forma, glandulas uniformes frouxamente agrupadas e
2 | com bordas irregulares

Grau | C¢lulas variam ainda mais em tamanho e forma, glandulas muito pequenas, uniformes,
3 anguladas ou alongadas, individualizadas e anarquicamente espalhadas pelo estroma.
Podem formar massas fusiformes ou papiliferas, com bordas lisas

Grau | Muitas células fusionadas em grandes massas amorfas ou formando glandulas irregulares,
4 distribuidas anarquicamente, com infiltragdo irregular e invasao de tecidos adjacentes. As
glandulas podem apresentar células palidas e grandes, com padrao hipernefroide

Grau | Tumor anaplésico. Células agrupadas em grandes massas com invasao dos 6rgaos e
5 tecidos vizinhos, podendo exibir necrose central. A diferenciagdo glandular pode nao
existir, exibindo um padrdo de crescimento infiltrativo do tipo células soltas

Tabela 1: Bases Patologicas (ROBBINS; COTRAN, 2010).

A importancia do grau de Gleason ¢ evidenciada pelo uso de varios nomogramas para prever o
estagio patoldgico e a progressao da doenca apoOs cirurgia e radioterapia. Esses nomogramas,
incluindo tabelas de Partin e nomogramas de Kattan, usam o escore de Gleason da bidpsia
pré-operatoria, extensdo do tumor, estagio clinico e PSA sérico para prever o risco de extensdo
extraprostatica, invasao da glandula seminal e metastase linfonodal e a probabilidade de recorréncia

da doenga apos o tratamento (LIANG CHENG et al., 2010).

1.3. Tratamentos indicados para o cincer de proistata

A remocdo cirurgica ¢ considerada por muitos como o melhor tratamento, principalmente quando
se observam resultados de auséncia de doenca e sobrevida em longo prazo. Entretanto este
tratamento ndo ¢ isento de complicagdes e algumas possiveis sequelas (SCHNEIDER, 2014).

A prostatectomia radical estd associada a melhorias na qualidade de vida apds CaP, sobrevida livre
de metastase e necessidade de tratamentos paliativos quando comparada com a observagao em
varios ensaios clinicos. Além disso, a prostatectomia radical pode ter algum beneficio oncologico
em relacdo a radioterapia (SEBESTA; ANDERSON, 2018). Mesmo sendo considerada como
melhor tratamento a prostatectomia radical apresenta efeitos colaterais extremamente significativos
para a vida do homem.

As complicagdes mais frequentes pos-tratamento de CaP sdo a incontinéncia urindria variando entre
0,8 a 87% e a disfuncdo erétil por volta de 14 a 90%. A incontinéncia urindria ¢ definida como
qualquer perda de urina involuntaria, sendo classificada como: incontinéncia urindria de esforgo,

incontinéncia urindria de urgéncia e incontinéncia urinaria mista (ABRAMS et al., 2003).
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O cenario terapéutico do CaP foi atualizado na ultima década apds o surgimento de novas
terapéuticas, imagem funcional avangada, sequenciamento de ultima geragdao e melhor uso das
terapias existentes na doenca (YUEN TEO; RATHKOPF; KANTOKK, 2019). Os tratamentos nao
cirargicos para o CaP incluem terapia de privacdo de androgenos (ADT), radioterapia (RT), terapias
ablativas, quimioterapia e imunoterapias emergentes. Essas abordagens podem ser usadas
isoladamente ou em combinagao, dependendo do cenério clinico (EVANS, 2018).

A ADT ¢ normalmente reservada para a doenga avancgada e de alto risco, ndo passivel de cirurgia
curativa. A RT pode ser usada ao invés da cirurgia como terapia primaria com inten¢do curativa
para doenga de baixo risco intermedidrio, bem como para controle de doenca localmente avancada
ndo adequada para cirurgia. As terapias ablativas podem ser usadas como terapia primdria para
doenca de baixo risco intermedidrio ou como terapia de resgate para doenga clinicamente localizada
em que a RT falhou. A quimioterapia e as terapias imunologicas sdo atualmente usadas para CaP
independente de androégeno, embora as indicagdes para essas abordagens possam mudar a medida
que novos dados de ensaios clinicos se acumulam (EVANS, 2018).

Com todos os cenarios disponiveis para o tratamento do CaP podemos concluir que cada
abordagem indicada apresenta vantagens e desvantagens diante do tratamento, sendo cada uma

adaptada especialmente a cada caso e paciente, visando sempre o cenario clinico mais adequado.

1.4. Radioterapia

A radioterapia (RT) tem sido impulsionada pelos constantes avancos tecnoldgicos desde a
descoberta dos raios X em 1895. A RT visa esculpir a isodose ideal no volume tumoral, poupando
os tecidos normais. Os beneficios sdao trés: cura do paciente, preservacdo do oOrgdo e
custo-beneficio. A eficdcia e a tolerdncia da radioterapia foram demonstradas por ensaios
randomizados em diversos tipos de cancer (incluindo mama, prostata e reto) com alto nivel de
evidéncia cientifica (THARIAT et al., 2013).

As principais categorias de RT para tratamento do CaP sdo: (1) RT de intensidade modulada
(IMRT) e (2) braquiterapia (BT) (TARUN et al., 2018).

A IMRT ¢ uma evolucdo da RT conformada por ser capaz de modular o feixe de tratamento,
oferecendo maior intensidade de dose na area de interesse e poupando areas onde esta intensidade
ndo ¢ desejada. Com isto, consegue-se irradiar tumores irregulares, com faces cdOncavas, de
morfologia complexa, que “abracam” estruturas normais, sem causar excessiva exposi¢do a
radiag¢do dos tecidos circunvizinhos. O objetivo é conformar a radiagdo ao formato mais proximo
possivel do volume alvo, na tentativa de proteger melhor as estruturas adjacentes (SBRT, 2013).

A IMRT permite a geragao de distribuigoes de dose mais conformes com gradientes de dose de
radiagdo nitidos que potencialmente facilitam a preservagdo de 6rgdos em risco aprimorados em

comparagdo com 3D-CRT. Uma maneira conveniente de fornecer esses feixes com intensidade nao


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Podder+TK&cauthor_id=30324346
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uniforme envolve o ajuste dinamico dos colimadores multifolhas durante o tratamento (BAUMAN
etal., 2012).

A braquiterapia (BT), usando implantagdo de semente permanente de baixa taxa de dose (LDR) ou
implantacdo de fonte temporaria de alta taxa de dose (HDR), ¢ uma opgdo de tratamento aceitavel
para pacientes selecionados com cancer de prostata de qualquer grupo de risco (ZAORSKY et al.,
2017). A BT ¢ aplicada com a introdugdo de agulhas ou sementes, em um nimero menor de dias
(de 1 a 5 dias) e pode ser empregada como tratamento Unico ou como refor¢o da radioterapia
externa, em situacdes que também dependem do estagio da doenca, da experiéncia do hospital e da
saude do paciente antes do diagnostico do cancer, pois o procedimento € invasivo € exige anestesia
(SBU, 2020).

Relatorios prospectivos comparando HDR-BT e LDR-BT entre si ou com outras opgdes de
tratamento como radioterapia de feixe externo (EBRT) ou cirurgia sugerem resultados semelhantes
ao mesclar os tratamentos possiveis a CaP (ZAORSKY et al., 2017).

O fornecimento de radioterapia mudou consideravelmente desde a década de 1980. Por exemplo, a
integracdo de vérias formas de radioterapia guiada por imagem (IGRT) para EBRT e braquiterapia,
e entrega com IMRT para planejamento de EBRT, permitiram o escalonamento preciso da dose
para melhorar resultados e reduzir a toxicidade. Além disso, modelos radiobioldgicos sugeriram
que as c¢lulas do cancer de prostata sdo mais sensiveis a doses administradas em fragdes maiores
do que em doses menores e mais frequentes; tecidos normais sofrem menos toxicidade com tais
doses (FOWLER; CHAPPELL; RITTER, 2001).

Esse reconhecimento anunciou um interesse consideravel e crescente no desenvolvimento clinico
de abordagens de EBRT e braquiterapia de alta dose e curta duracdo para homens com cancer de
prostata. Esses desenvolvimentos também ocorreram ao lado dos avangos tecnologicos de outras

modalidades de tratamento (ZAORSKY et al., 2013).

1.5. Bioinformatica

A bioinformatica ¢ a ciéncia que utiliza a informatica, a estatistica e a matematica na biologia
molecular. O termo “Bioinformatica” foi primeiramente usado por Pauline Hogeweg em 1979 para
analises de informatica em estudos de sistemas biologicos, desde entdo o seu principal uso tem sido
nos ramos da genética e da genOmica, em especial para auxiliar na organizacdo da grande
quantidade de dados gerados no sequenciamento de DNA, RNA e aminoacidos (SANTOS, 2010).

A bioinformatica ¢ a utilizacdo de métodos computacionais, matematicos e estatisticos para analisar
dados bioldgicos, bioquimicos e biofisicos. Este ¢ um campo de estudo relativamente recente, que
evolui rapidamente e além disso, possui uma ampla definicao devido ao vasto campo de estudo e

interdisciplinaridade, dependendo da area do conhecimento ou objetivos a que se destina sua

utilizagdo (THAMPI, 2009).
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Em consequéncia da grande quantidade de informacdes de sequéncias de nucleotideos e de
aminoacidos que sdo produzidas atualmente, principalmente em projetos Genoma, Transcriptoma e
Proteoma, o uso dos bancos de dados vem assumindo uma importancia crescente na bioinformatica
(PEREIRA et al., 2013).

Além disso, muitas descobertas estdo sendo feitas simplesmente pela andlise sistematizada dessas
fontes de dados, que ndao param de crescer tanto em volume como em complexidade e
variabilidade. Um projeto tipico de pesquisa pode comecar com a cole¢do de sequéncias gendmicas
conhecidas ou ndo conhecidas. Para sequéncias ndo conhecidas, pode-se conduzir uma busca em
bancos de dados por sequéncias similares ou usar algoritmos computacionais procurando predizer

as suas possiveis identidades e fungdes (BINNECK, 2004).

1.6. Bioinformatica: Diferenciacdes Omicas

O termo "Omicas" se aplica as areas das ciéncias bioldgicas e das engenharias que se dedicam a
analisar as interagdes de dados bioldgicos derivados de andlises de genOmicas, transcriptoma,
proteoma, interatdmica, metabolomica, epigenética comparativamente a dados do genoma, entre
outras (HALL et al,. 2017).

O foco principal da bioinformatica visa identificar e associar os dados das diversas abordagens
citadas (tais como genes, proteinas e ligantes) através de ferramentas de bioinformatica e biologia
de sistemas, encontrando relagdes de interacdo entre os mesmos, em geral associando dados
depositados em banco de dados a outras gerados em experimentos laboratoriais e de campo,
proporcionando um melhor entendimento das redes e interagdes entre diferentes fontes de dados
(BEKESIOVA et al., 2007).

As Omicas correspondem a analise global dos sistemas bioldgicos, na qual, os esforcos sdo para
identificar, quantificar e caracterizar os componentes em sistemas celulares, com resolugdo de
tempo e no espago, a fim de dissecar as redes e consequentemente as vias intracelulares
(LAGARRA; CHRISTENSEN, 2022).

No entanto, ha vérios desafios para a real aplicacdo das Omicas, um dos problemas-chave baseia-se
em desenvolver maneiras de administrar os enormes e heterogéneos conjuntos de dados. Para
auxiliar neste processo de integracdo, a bioinformatica tornou-se fundamental para analisar e

compreender os dados trazidos das diferentes areas das Omicas (SOUZA et al., 2014).

1.7. Bioinformatica: Cancer
A descoberta de biomarcadores para a deteccdo ndo invasiva de diferentes tipos de céancer
contribuem para obtencdo de maior eficicia terapéutica, evitando a progressdo da doenga para
alguns pacientes. Tais moléculas atualmente podem ser detectadas com a ajuda da bioinformatica

clinica, area de pesquisa que ganhou bastante evidéncia na ultima década (YOUNG LU et al.,
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2018). A bioinformatica clinica ¢ uma nova ciéncia emergente que combina informadtica clinica,
bioinformatica, informatica médica, tecnologia da informacdo, matematica e ciéncia 6mica. No
inicio do século XX, os médicos clinicos precisavam estar informados e abertos aos avancos da
tecnologia dmica, apesar das barreiras que existiam para aplicarem testes genéticos, como a baixa
tolerancia a incerteza, atitudes negativas sobre sua responsabilidade pelo aconselhamento genético
e testes e falta de familiaridade com questdes éticas levantadas por testes (WU; RICE; WANG,
2012).

Desde meados do século 20, a bioinformatica foi sugerida para ser aplicada em toxicologia clinica e
cancer sendo uma abordagem de apoio a gendmica que fornece uma variedade de recursos técnicos,
pode analisar DNA, RNA, proteinas, glicoligantes e metabolitos em pacientes com cancer (WANG
et al., 2011). Antigamente, a avaliagdo de biomarcadores ou bioinformatica era para atender aos
requisitos de prognosticos dos pacientes ou classificar as origens do tumor na clinica. Mais
recentemente, a utilidade avangada de biomarcadores de cancer ou bioinformatica na previsao de
respostas a drogas antitumorais foi validada e vem sendo utilizada cada vez mais dessa forma
(YOUNG LU et al., 2018).

Ao longo da ultima década, o rapido crescimento da informacdo e da tecnologia nas eras
"genOmica" e "Omica" foi essencial para os cientistas de laboratério processarem resultados

experimentais (TAO et al., 2017).

2. Justificativa e Hipodtese

O CaP ¢ o tumor mais comum entre os homens segundo estudos e, considerando a detecc¢ao tardia,
onde o tumor muitas vezes se encontra em estagio avancado, a utilizagdo de analise in silico para

identificar possiveis biomarcadores representa uma abordagem promissora.

Diante deste cenario, a hipotese do nosso estudo foi que o tratamento com radioterapia para o CaP

selecione biomarcador(es) especifico(s), facilitando analisar a efetividade do tratamento.

3. Objetivos
3.1.0bjetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral encontrar e identificar genes que possam servir como
biomarcadores de identificacdo para a eficdcia do tratamento utilizando a radioterapia

(tratamento radioterdpico) para o cancer de prostata (CaP).
3.2.0bjetivos Especificos

e Identificar genes diferencialmente expressos em tecido prostitico tumoral com
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Gleason score 6, 7, 8 +;
e Observar e relacionar os processos fundamentais de progressao tumoral com a eficacia
ao tratamento radioterapico;

e (Caracterizar biomarcadores de predicao da eficacia do tratamento radioterapico;

4. Material e Métodos

4.1.Levantamento de Expressio Génica Normal x Tumor

Para os dados de expressdao génica foram selecionados os estudos de Firlej et al., 2022 que contém
dados de microarranjo de 137 amostras de tecido primario congelado de prostatectomia
(GSE200879). Jao Agell L etal., 2012 (GSE30521), apresentou 23 amostras, sendo 18 amostras de
CaP com pontuagdo de Gleason igual ou superiores a 6, 7, 8 ou mais e 5 amostras de prostata nao
neoplasica (normal), ambos coletados na plataforma GEO (Gene Expression Omnibus). Estes dados
foram analisados através da plataforma GEO2R, utilizando a ferramenta Limma, onde foram
considerados significativos genes com log2 fold change maior ou igual 1.5 e p-value menor que
0.05. Os dados foram normalizados através da ferramenta vooma também disponivel na plataforma
GEO2R.

Para realizar as andlises separamos as amostras de acordo com o grau da agressividade tumoral

seguindo a pontuacdo de Gleason:

Tabela 2: Quantidade de amostras por grupo analisadas no GSE200879

Tipo de Amostra Quantidade
Normal 9 amostras
Gleason 6 20 amostras
Gleason 7 65 amostras
Gleason 8 25 amostras
Gleason 9 5 amostras
Hormonio Resistente 13 amostras

4.2.Separacio de Genes Diferencialmente Expressos relacionados a eficacia da radioterapia
Para realizar a analise de comparagao aos genes das amostras entradas nos bancos de dados
utilizamos a ferramenta GEO (Gene Expression Omnibus), onde foi possivel analisar dados de dois
estudos disponiveis na plataforma.
O primeiro estudo Amoroso; Mills, 2021 contém dados de amostras RNA-Seq de CaP

(GSE136975) que foram submetidas a uma irradiagao nos intervalos de tempo em 24 horas e 72
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horas, tendo dosagens distintas em cada periodo determinado de 2Gy, 4Gy e 8Gy (dose gradual
escolhida pelos autores do estudo), com aumento gradual a esta dosagem, tendo analise de pré e pds

irradiacdo, assim verificando o aumento das dosagens de radiagdo proporcionalmente ao tempo.

J& no segundo estudo Piotrowski et al., 2022 foram utilizadas amostras de microarranjo de CaP
(GSE205026) distinguindo tais amostras a receber irradiacao distintas com doses minimas de 10Gy,
com crescente de dose a 2Gy fracionadamente até alcangar a dose méxima estabelecida no estudo
de 70Gy assim para garantir a eficacia do plano de tratamento fracionado de forma segura as doses
seguindo parada crescente em 10Gy até atingir o mdximo determinado com estes pequenos

aumentos.
4.3. Construcio do Volcano plot

Para a andlise das amostras encontradas utilizou-se a plataforma VolcaNoseR
(https://huygens.science.uva.nl/VolcaNoseR/) para identificar e visualizar de forma abrangente os
dados de ambas as amostras encontradas em todos os estudos. Através da plataforma foram
atribuidos parametros para log?2 fold change e p-value, com filtro de dados atribuido a -1.5 e 1.5 aos

dados de cada amostra inserida na plataforma de analise.
4.4. Construcao do Diagrama de Venn GSE200879

Para definir os genes exclusivos de estagios do estudo Firlej et al., 2022 (GSE200879) utilizamos a
ferramenta Venn Graph (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Foram utilizadas as

listas dos genes up regulados em cada estagio.
4.5.Construcao Heatmap GSE200879

O Heatmap foi construido utilizando a plataforma Morpheus
(https://software.broadinstitute.org/morpheus/), Starrb et al,. 2014. Foram utilizados os genes up

regulados comuns presentes em todos os estagios da doenca.
4.6. Determinacio de Biomarcadores

As listas dos genes up regulados dos estudos GSE200879 e GSE30521 foram comparadas com as
listas dos genes down regulados dos estudos GSE136975 e GSE205026. Foram selecionados os

genes que apareciam em mais de um estudo como candidatos a biomarcadores.
4.7. Validacio imunohistoquimica

Os genes que representam alteragdes significativas foram submetidos a plataforma The Human

Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/) Uhlén et al,. 2015. Nesta utilizamos os bancos de dados



18

tissue € pathology para comparar o comportamento morfoldgico dos genes encontrados em imagens

de imunohistoquimica online de tecidos normais e tumorais de prostata.

5. Resultados

5.1. Genes Diferencialmente Expressos nos estudos GSE200879 e GSE30521

Através da plataforma VolcaNoseR, foi possivel analisar quais genes sdao diferencialmente
expressos nas amostras dos estudos. No estudo de Firlej et al., 2022 (GSE200879), apds analise foi
possivel identificar 16657 genes significativos nas amostras onde identificado os genes SNAI2 e

EGR1 como potenciais biomarcadores:

Tabela 3: Quantidade de amostras por grupo analisadas no GSE200879

Tipo de Amostra Quantidade
Gleason 6 3589 genes
Gleason 7 3797 genes
Gleason 8 3313 genes
Gleason 9 2123 genes

Hormonio Resistente 3835 genes

Quando confrontamos as amostras obtidas de Gleason 6, temos 66 genes significativos, sendo esses

35 expressos como up regulados e 31 down regulados.
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Figura 2: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos das amostras em Gleason 6 presentes no estudo
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GSE200879. Nota-se o maior nimero de genes up regulados (em vermelho) em relagcdo ao genes down regulados (em

azul).

Amostras obtidas de Gleason 7, temos 81 genes significativos, sendo esses 57 expressos como up

regulados e 24 down regulados.
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Figura 3: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos das amostras em Gleason 7 presentes no estudo
GSE200879. Nota-se o maior nimero de genes up regulados (em vermelho) em relagdo ao genes down regulados (em

azul).

Amostras obtidas de Gleason 8, temos 176 genes significativos, sendo esses 137 expressos como up

regulados e 39 down regulados.
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Figura 4: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos das amostras em Gleason 8 presentes no estudo
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GSE200879 . Nota-se o maior numero de genes up regulados (em vermelho) em rela¢do ao genes down regulados (em

azul).

Amostras obtidas de Gleason 9, temos 254 genes significativos, sendo esses 165 expressos como up

regulados e 89 down regulados.

Significance (- Logig)
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Figura 5: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos das amostras em Gleason 9 presentes no estudo

GSE200879 . Nota-se o maior numero de genes up regulados (em vermelho) em relagdo ao genes down regulados (em

azul).

Nas amostras obtidas de Hormonio Resistentes, temos 359 genes significativos, sendo esses 236

expressos como up regulados e 123 down regulados.
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Figura 6: Grafico volcano plot da expressdao de genes significativos das amostras em Hormonio Resistentes presentes



21

no estudo GSE200879 . Nota-se o maior nimero de genes up regulados (em vermelho) em relagdo ao genes down

regulados (em azul).
No estudo Agell L et al., 2012 (GSE30521) ap6s andlise obteve-se uma lista com 3 amostras, onde

em Gleason 6 obteve 6 genes significativos, sendo esses 4 expressos como up regulados e 2 down

regulados.
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Figura 7: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos das amostras em Gleason 6 presentes no estudo

GSE30521. Nota-se o maior numero de genes up regulados (em vermelho) em relagdo ao genes down regulados (em

azul).

Amostras obtidas de Gleason 7, temos 47 genes significativos, sendo esses 34 expressos como up

regulados e 13 down regulados. Neste estagio foi possivel identificar os genes SNAI2 e TAGLN

como potenciais biomarcadores.
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Figura 8: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos das amostras em Gleason 7 presentes no estudo
GSE30521. Nota-se 0 maior numero de genes up regulados (em vermelho) em relagdo ao genes down regulados (em

azul).

Amostras obtidas de Gleason 8+, temos 110 genes significativos, sendo esses 68 expressos como up

regulados e 42 down regulados.
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Figura 9: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos das amostras em Gleason 8+ presentes no estudo
GSE30521. Nota-se o maior numero de genes up regulados (em vermelho) em relagdo ao genes down regulados (em

azul).

5.2.Genes Diferencialmente Expressos nos estudos GSE136975 ¢ GSE205026

Através da plataforma VolcaNoseR, foi possivel analisar quais genes sdo diferencialmente
expressos nas amostras do estudo de Amoroso; Mills, 2021 (GSE136975), foi possivel identificar
os genes TAGLN e EGR1 como potenciais biomarcadores. apds andlise foi possivel identificar

genes significativos nas amostras de 24 e 72 horas:

Tabela 4: Quantidade de amostras do estudo GSE136975

Estudo GSE136975
Amostras: Up | Down
24 horas 20 03

72 horas 1101 735
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Figura 10 e 11: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos das amostras em 24 e 72 horas presentes no
estudo GSE136975. Nota-se o maior numero de genes up regulados (em vermelho) em relagdo ao genes down

regulados (em azul) em ambos os graficos.

No estudo Piotrowski et al., 2022 (GSE205026) apds analise obteve-se 193 genes significativos,
sendo esses 63 expressos como up regulados e 130 down regulados. Neste estudo foi possivel

identificar os genes SNAI2 e EGR1 como potenciais biomarcadores.
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Figura 12: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos das amostras no estudo GSE205026. Nota-se o

maior numero de genes down regulados (em azul) em relagdo ao genes up regulados (em vermelho).

5.3. Identificacido dos Genes Exclusivos ou Compartilhados pelos Grupos.

Para a identificacdo dos genes que sdo exclusivos de cada grupo ou compartilhados por mais de um
grupo utilizamos a ferramenta Venn Graph, para obter o Diagrama de Venn. No estudo Firlej et al.,

2022 (GSE200879) foi identificado relagdo em 22 genes comuns em todos os estagios.
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Figura 13: Diagrama de Venn presente com 22 genes comuns encontrados no estudo GSE200879.
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Tabela 5: 22 genes comuns encontrados no estudo GSE200879.

Plataforma Venn Graph: 22 Genes
comuns encontrados no estudo
GSE200879

C2orf40 KRT5
CXCL17 LEPREL1
CYP3AS MASPI1
DMKN OLFM4
FAMS3B SCGB1A1
GPX2 SERPINBS
GSTM1 SLC14A1
GSTM2P1 SNAI2
HSPBS TRIM29
KRT13 UPKI1A
KRT15 VSNLI1

No estudo Agell L et al., 2012 (GSE30521) foi identificado relagdo em 1 gene comum em todos os

estagios.

Gleason 8+

Figura 14: Diagrama de Venn presente com 1 gene comum encontrado no estudo GSE30521.
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5.4.Caracterizacao da Expressao de Genes Comuns a Todos os Grupos.

Foi utilizada a plataforma Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus/) para obter o
Heatmap do estudo GSE200879 onde ¢ possivel mensurar a expressdo e caracterizar o

comportamento dos genes.
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Figura 15: Heatmap (GSE200879).

Através do Heatmap foi possivel perceber que os estagios de Gleason 6 e 7 sdo estagios com maior
diferenga quando comparados aos estagios de Gleason 8, 9 e Resistente. Podendo observar as
proximidades que existem entre os genes e a semelhanga existente entre Gleason 8, 9 e Resistente

quando comparado a Gleason 6 ¢ 7 que apresentou maior proximidade entre si.

5.5. Genes Identificados

Durante as andlises realizadas em todos os estudos foram identificados seguindo o Heatmap e
Diagrama de Venn, 3 potenciais genes que se repetiam em estdgios distintos dos estudos

apresentados, com comparativo a normal, tumor e aos estudos que utilizaram a radioterapia.

Tabela 6: Genes encontrados como potenciais marcadores.

SNAI2 TAGLN EGR1

GSE200879 * GSE200879
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GSE30521 GSE30521 *
GSE136975 GSE136975 GSE136975
GSE205026 * GSE205026

5.6. Imunohistoquimica

Realizando a analise imunohistoquimica conseguimos identificar variagdo morfoldgica presente na
expressdao dos genes encontrados com o Heatmap, tal variacdo morfologica pode ser vista na

alteracdo da densidade e alteracdo presente no tecido tumoral.

SNAI2

(Antibody CABD11671)

Glandular cells Tumor cells
Stairing:  Medium Staining:  Medium
Intensity  Modernte
Quaniity  >75% Intensity.  Moderate

Cynoplasmicl Quantity: >79%
Location.  membranous Location:  Nuclear

nuchear

Figura 16: Imagem imunohistoquimica do gene SNAI2.

TAGLN

MORMAL TUMORAL

(Antibody CABO11671) RS
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Staining: Mot detected .
Intensity: Weak
Cuaniity:  75%-26%
Intensity:  Negative Cytopiasmicl
Quantity.  None Location:  membranous

nucleas

Figura 17: Imagem imunohistoquimica do gene TAGLN.
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EGR1
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Locaton:  Nuclear Location:  Nuclear

Figura 18: Imagem imunohistoquimica do gene EGR1.

6. Discussao

Durante a abordagem foi possivel analisar diferentes estagios da progressdao tumoral, até o
tratamento radioterdpico, através da integragdo de estudos, mostrando todas as progressdes do
tumor até o estdgio de remissdo com o tratamento da radioterapia, podendo ser visto gragas a
integracdo dos estudos. Sabe-se que a radioterapia € tdo eficaz quanto o tratamento cirurgico, onde
tem se mostrado uma aliada no combate ao CaP, que se descoberto ainda na fase inicial, tem até
90% de chances de cura (FCECON, 2017). Embora as abordagens atuais de estratificacdo de risco
usem fatores clinicos e patologicos, fica evidente que os biomarcadores podem ser usados para
melhorar essas abordagens e, por conta disso, a deteccdo de biomarcadores vem sendo muito
estudada no meio cientifico através de ferramentas e estudos in silico, pois além de serem
acessiveis e de baixo custo, dispensam a realizacdo de exames invasivos nos pacientes (HALL et
al,. 2017; ZHENG et al., 2020).

Através da integracdo de plataformas, o presente estudo identificou 3 possiveis marcadores
sensiveis ao tratamento radioterapico : SNAI2, TAGLN e ERG1 .

SNAI2 promove migracdo e invasdo celular no CaP e ¢ um mediador critico da atividade
oncogénica, envolvido na determinacdo do estado das células, onde esta propriedade, por sua vez,
pode condicionar a diferenciacdo do cancer e correlacionar-se com sua agressividade (ESPOSITO
et al,. 2015). A partir da nossa analise verificamos que SNAI2 estd presente em todos os estudos em
diferentes condigdes em cada estdgio tumoral, tendo maior expressdo em condigdes patologicas
mais agressivas. Podemos ver na Figura 15 em escala de Gleason 8 € 9, a relacao de SNAI2 com a
progressao e agressividade tumoral. Ap6s o processo de tratamento com radioterapia foi possivel

detectar diminui¢do na sua resisténcia e uma remissdo aparente apds um periodo de radiagdo e
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concentracdo de dose presente em todos os estagios de CaP detectados nos estudos GSE136975 e
GSE205026, sendo marcador para todos os estados patologicos do CaP.

O gene TAGLN sintetiza uma proteina que atua como regulador do citoesqueleto de actina que
afeta a sobrevivéncia, migra¢do e apoptose de varias células tumorais presentes em tumores de
endométrio, esdfago, urinario, prostata de forma que estd diretamente ligado ao estagio de
progressao avangado no CaP, como podemos identificar no estudo GSE30521 (TSUI et al,. 2019).
E possivel verificar a TAGLN presente em escala de Gleason 7, onde comega a ocorrer maior
variagdo das células tumorais com irregularidades, deformidades e plasticidade celular (NCBI,
2022), além de uma maior alteragdo da intensidade celular podendo ser vista na imagem
imunohistoquimica do gene. Logo, durante o processo de tratamento com radioterapia presente no
estudo GSE136975 em amostras com intervalo de radia¢do a 72 horas foi possivel identificar uma
reducdo na sua expressdo do gene, mostrando nido ser mais presente em estagios seguintes ao
processo de tratamento com a radiagao.

Por fim, analisando EGR1 no CaP identificamos presente nos estdgios mais avancados, sendo
identificado em escala de Gleason 9+ e Hormdnio resistente com maior intensidade nos estagios
finais da progressdo do CaP. A resposta de crescimento EGR1 ¢ um fator de transcri¢ao relacionado
com a progressao do CaP em uma variedade de contextos, como exemplo, os niveis de EGR1
aumentam em resposta a supressao da sinalizacdo do receptor de androgeno sendo um gene que
influencia a proliferagdo de células imunes a degradacdo (LECHEN et al,. 2019). A rela¢do do
EGRI apresentou variagdo em ambos os estudos que utilizaram tratamentos com radioterapia
podendo ser visto nos estudos GSE136975 nas amostras que passaram por radiagdo com um
intervalo de 72 horas e GSE205026 que passou pelo processo de radiacao progressiva com aumento
gradual até alcancar a dose determinada de 70Gy, podendo determinar sua redu¢do mesmo estando
presente em estagios mais avangados do CaP sendo ainda considerado uma condi¢do de tratamento

efetiva.

7. Conclusao
Concluimos assim que os genes SNAI2, TAGLN e ERG1 como candidatos a biomarcadores para
atestar a efetividade exclusiva do tratamento radioterdpico para CaP. O tratamento com a
radioterapia, apresentou efeitos significativos e ¢ eficiente para pacientes com CaP, dado que o
mesmo diminuiu a expressdo de genes relacionados com processos fundamentais da patogénese,
proliferacdo, invasdo celular, agressividade, sobrevivéncia e até mesmo apoptose celular. Entretanto
novos estudos devem ser realizados para a validagao funcional e complementagdo dos dados aqui
fornecidos, visto que ainda ¢ escassa a realizacdo de pesquisas que buscam biomarcadores na area

da radioterapia e genética com foco em CaP.
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