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RESUMO

O cancer de prostata (CaP) ¢ o segundo tipo mais comum de cancer entre a
populagdo masculina. Mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 sdao conhecidas por estarem
relacionadas com a evolugdo do cancer de mama e ovario € vem sendo analisadas quando
ao aumento de risco de desenvolvimento de CaP. Produzir informagdes quanto a
caracterizacdo da expressao génica de BRCA1 e BRCA, e correlacionar com critérios de
gravidade do cancer de prostata se faz importante para detec¢do precoce de formas mais
agressivas deste tumor. Foram coletadas amostras de fragmentos teciduais de biopsia de
prostata trans retal de 89 individuos. Amostras de oitenta e quatro pacientes foram
encaminhadas para realizacdo de técnicas moleculares para obtengdo das quantidades
relativas da expressao dos transcritos BRCA1 e BRCA2 através de reagdes em cadeia da
polimerase (PCRs). Vinte e seis (30,90%) apresentaram resultado positivo para CaP e
estiveram associados a um nivel de PSA > 10 ng/ml (p=0,019). A mediana de expressdo
dos genes BRCA1 e BRCA2 em fragmentos negativos foi maior em casos de pacientes
positivos para CaP com p=0,002 e p=0,038, respectivamente. Nao houve diferenga
estatistica na expressao dos genes BRCA1 e BRCA2, conforme classificagdo de Gleason
e valores do PSA. A mediana da expressao dos genes BRCA1 ¢ BRCA2 foi maior em
fragmentos negativos de pacientes com cancer de prostata quando comparados
fragmentos de individuos ndo portadores de neoplasia prostatica. Compreender a relagdo
entre a expressdo dos genes BRCA1 e BRCA2, suas mutacdes e o desenvolvimento do
CaP ainda ¢ um grande desafio, entretanto, a maior expressao destes genes em fragmentos
negativos de pacientes com cancer pode inferir a relagdo destes com o desenvolvimento
de um fenotipo maligno, o que pode vir a ser comprovado a partir da analise de um maior
nimero de amostras e, consequente correlacdo com o processo desta doenga.

Palavras-chave: gene BRCA1; gene BRCA2; expressdo génica; cancer de prostata;
escore de Gleason.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the second most common type of cancer among the male
population. The BRCA1 and BRCA2 genes are known to be related to the progression of
breast and ovarian cancer. Providing information regarding the characterization of
BRCAT1 and BRCA gene expression, and correlating it with prostate cancer severity
criteria, is important for early detection of more aggressive forms of this tumor. Samples
of trans-rectal prostate biopsy fragments were collected from 89 individuals. Samples
from eighty-four patients were sent for molecular techniques to obtain the relative
amounts of BRCA1 and BRCA2 transcript expression through polymerase chain
reactions (PCRs). Twenty-six (30.90%) tested positive for PCa and were associated with
a PSA level > 10 ng/ml (p=0.019). The median expression of BRCA1 and BRCA2 genes
in negative fragments was higher in cases of patients positive for PCa with p=0.002 and
p=0.038, respectively. There was no statistical difference in the expression of the BRCA1
and BRCA2 genes, according to Gleason classification and PSA values. The median
expression of the BRCA1 and BRCA2 genes is higher in negative fragments from patients
with prostate cancer when compared to fragments from individuals without prostate
cancer. Understanding the relationship between the expression of the BRCA1 and
BRCAZ2 genes, their mutations, and the development of PCa is still a major challenge,
however, the greater expression of these genes in negative fragments of cancer patients
can infer their relationship with the development of a phenotype malignant, which can be
proven through the analysis of a larger number of samples and, consequently, is
transparent with the process of this disease.

Keywords: BRCA1 gene, BRCA2 gene, gene expression, prostate cancer, Gleason
Score.
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1 INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) ¢ o segundo tipo mais comum de tumor maligno em
homens em todo mundo. Em 2018, foram estimados 1,3 milhdo de novos casos em todo
mundo, sendo a quinta causa mais comum de morte em homens (BRAY et. al., 2018). No
Brasil, para cada ano do triénio 2023-2025, estao previstos mais de 71 mil novos casos,
correspondendo a um risco estimado de 67,86 casos novos a cada 100 mil homens (INCA,

2023).

Varios subtipos histologicos podem ser encontrados nos diagnosticos de neoplasia
de prostata, sendo que o adenocarcinoma acinar ¢ o subtipo mais comum, correspondendo

a mais de 99% de todos os tumores (MARCUS et. al., 2012).

Sabe-se que o cancer de prostata se correlaciona fortemente com a
hereditariedade, entretanto a capacidade de definir sindromes hereditarias e identificar
genes correlatos a este tipo de cancer tem sido limitada (MUCCI et. al., 2016). Algumas
populacdes europeias tém sido estudadas a fim de identificar uma série de genes

responsaveis pelo cancer de prostata hereditario (BREYER et. al., 2012).

A progressao do CaP vem sendo associada a desregulacdo de diversos tipos de
genes implicados no controle do crescimento e na estabilidade genética. Neste contexto,
os genes BRCA1 e BRCA2 estdo sendo amplamente estudados para ajudar a predizer o
potencial de gravidade dos tumores de prostata, uma vez que a reparacdo de danos do
DNA ¢ uma via essencial para garantir sobrevivéncia das células normais e tumorais

(LANG et. al., 2019).

Deste modo, a proposta desse estudo foi determinar a expressao dos genes BRCA1
e BRCA2 em pacientes submetidos a biopsia trans retal da prostata em homens atendidos
na regido sul de Mato Grosso e correlacionar com critérios de gravidade do cancer de

prostata e com caracteristicas andtomo patologicas dos fragmentos retirados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proéstata

A prostata € uma estrutura glandular unica que secreta um liquido em sua por¢ao
uretral através de diversos ductos e que tem em torno de 20g de peso na idade adulta.
(HAMMERICH et. al., 2009). Possui uma base superiormente ao colo vesical, com a
uretra e os ductos seminais penetrando na regido central da prostata. Inferiormente o apice
da proéstata repousa sobre a superficie superior do diafragma urogenital e posteriormente
esta intimamente relacionada com a superficie anterior do reto e separada deste pela fascia

de Denoviliers (SAMPAIO, 1999).

Com base em diferengas histoldgicas, o tecido glandular da prostata ¢ dividido em
3 partes fusionadas em uma Unica estrutura. Essas trés por¢des foram denominadas zona
central, zona de transi¢do e zona periférica. A zona central representa cerca de 20% da
massa glandular prostatica, envolvendo a uretra e os ductos seminais (HAMMERICH et.
al., 2009). Na zona transicional, que normalmente corresponde a 5-10 % do volume da
prostata, € onde ocorre a hiperplasia prostatica benigna (HPB). A zona periférica, regido
correlacionada a capsula prostatica onde se desenvolve a maior parte dos carcinomas, ¢ a

maior regido da prostata e sua massa constitui cerca de 70% do tecido (FINE et. al., 2012).

A prostata ¢ irrigada pela artéria vesical inferior, ramo da iliaca interna, que ao
aproximar-se da glandula se divide em dois ramos principais: artéria uretral e artéria da
capsula. A artéria uretral penetra na glandula através da juncao prostato-vesical, sendo
responsdvel por grande parte da vascularizagdo nos casos de hiperplasia prostatica
benigna. O plexo venoso periprostatico ¢ derivado da veia dorsal profunda do pénis.
Entrando na pelve, origina trés ramos: o ramo central superficial e dois plexos laterais.
Os plexos laterais drenam para a veia iliaca interna, com comunicagdes dessas veias com
as veias dos ossos pélvicos e com o plexo vertebral, fato que estaria envolvido na

disseminagdo dos tumores prostaticos (BROOKS, 2002).

2.2. Cancer de Prostata

Mundialmente, o cancer de prostata ¢ o quarto mais frequente entre o total de

casos de cancer (7,3%). Em 2020, estimou-se 1,4 milhdo de casos novos, equivalendo a
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15,2% de todos os tipos de cancer entre homens. As maiores taxas de incidéncia de cancer
de prostata foram observadas no Norte da Europa, na Europa Ocidental, no Caribe e na
Oceania (FERLAY et. al., 2021). Considerado um cancer da terceira idade, ja que cerca

de 75% dos casos novos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos (WILD et. al., 2020).

Nos Estados Unidos, ¢ a segunda maior causa de morte dentre todos as neoplasias.
Espera-se que a incidéncia aumente para cerca de 1,7 milhdo de casos e cause a morte de

cerca de 499.000 pessoas até o ano de 2030, apenas pelo envelhecimento da populagao

(FERLAY et. al., 2010).

A idade, ¢ um dos fatores de risco que estd correlacionada ao aumento na
incidéncia de CaP. O risco também ¢ maior nas familias em que um ascendente teve a
doenga, sendo que quanto mais precoce o diagndstico maior ¢ o risco atribuido aos

descendentes (ZEEGERS et. al., 2003).

Dentre os fatores de risco podemos incluir o histérico familiar da doenca, idade,
estilo de vida, aspectos hormonais e genéticos. A incidéncia também ¢ afetada pela raca
dos individuos. Homens afrodescendentes demonstram maiores taxas de incidéncia,

forma mais agressiva e maiores taxas de mortalidade (TAITT, 2018).

Nas ultimas décadas, notou-se uma clevacao da incidéncia do CaP. Tal situacao
esta correlacionada ao envelhecimento populacional, melhor sensibilidade dos métodos
diagnosticos e ampliagdo do rastreamento com Antigeno Prostatico Especifico (PSA) e
do exame digital (LOEB et. al., 2014). Apds a introdugdo sistematica da coleta do PSA
observou-se uma reducao de 32,5% da mortalidade e 75% do diagndstico tardio do CaP

nos Estados Unidos (ETZIONI et. al., 2008).

A evolucdo clinica do CaP ainda ¢ incerta, alguns casos sdo de tumores mais
agressivos com crescimento rapido, metastaticos podendo acarretar Obito precoce,
enquanto outros possuem comportamento indolente, com crescimento locorregional lento

e sem manifesta¢do de sinais ou sintomas (BELL et. al., 2015).

O CaP ¢ uma doenca que em suas fases iniciais ¢ assintomatico ou
oligossintomatico. Os sintomas miccionais usualmente estdo associados ao componente
de hiperplasia benigna da prostata. O advento e introdugdo na pratica clinica do PSA na

década de 90, em conjunto com o exame de digital da prdstata, possibilitou o diagnostico
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de tumores localizados, levando ao diagnostico precoce na maioria dos casos

(BRAWLEY, 2012).

A correlagdo entre o aumento da incidéncia, associado ao diagnostico precoce
devido a investigacdo de homens assintomaticos e a redug¢do das taxas de mortalidade
cancer especifica apresentam evidéncias conflitantes acerca do beneficio do rastreamento.
Entretanto, o European Randomized Study of Screening for Prostate Cancer (ERSPC),
apo6s 21 anos de acompanhamento, mostrou redu¢do significativa na mortalidade cancer
especifica na ordem de 27% com o rastreamento feito baseado em PSA e rastreando

homens assintomaticos de 55 a 74 anos (DE VOS et al. 2023).

Quando as suspeitas durante os exames de preventivo sao fortalecidas, o paciente
¢ encaminhando para o exame de diagndstico que requer obtencdo de tecido prostatico,
através da biopsia por agulha guiada por ultrasonografia via trans retal. Portanto, niveis
elevados de PSA ou toque retal suspeito sdo as principais indicagdes de biopsia (ROSS

et. al., 2010).

2.3. Biopsia da Prostata

A introducdo das biopsias trans retais com agulha fina correlacionada a
mensuracdo dos niveis de PSA sérico revolucionou a deteccdo precoce deste tipo de
tumor, substituindo as bidpsias trans perineais e o diagnostico baseado apenas em
alteragOes detectadas pelo exame digital. Porém, estudos com uma maior amostragem
apontaram que a técnica por sextante tinha falso-negativo de 30%, principalmente em

prostatas de maior volume (UZZO et. al., 1995).

O paciente ¢ posicionado em decubito lateral esquerdo e o probe ultrasonografico
trans retal ¢ inserido ap6s lubrificagdo. O bloqueio periprostatico ¢ guiado, sendo injetada
xilocaina a 2% nos limites da inser¢ao da vesicula seminal bilateralmente. A bidpsia trans
retal da prostata € considerado exame doloroso por 96% dos pacientes que o fazem sem
anestesia, portanto o procedimento deve ser realizado sob alguma forma de anestesia

(ZISMAN et. al., 2001).

A realizagdo do exame sob sedagdo tem maior custo pois necessita de
monitorizagdo cardiaca e oximetria, entretanto promove uma melhor condi¢cdo para a

realizacdo da coleta. O procedimento ¢ contraindicado na presenca de prostatite em
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atividade, patologias anorretais complicadas, amputacao retal, coagulopatia ndo corrigida

e imunossupressao descompensadas (PONTES JR et. al., 2013).

As modificagdes da técnica foram baseadas na melhora da amostragem da zona
periférica, com obtencao dos fragmentos no plano parasagital. Acredita-se que o minimo
de 12 fragmentos, abrangendo preferencialmente a zona periférica, deva ser amostrado

em pacientes submetidos a primeira biépsia (REMZI et. al., 2005).

A profilaxia antibidtica estd sempre indicada, ndo havendo consenso sobre o
esquema terapéutico. O esquema mais utilizado ¢ ciprofloxacina 500 mg via oral, iniciada
na véspera do exame e continuada por trés dias apos a procedimento. Entretanto, ¢
evidente um aumento da resisténcia bacteriana as quinolonas com elevagao da ocorréncia
de casos de prostatites pos-biopsia. As taxas de resisténcia podem variar entre 11% e 23%,

portanto a profilaxia com ciprofloxacina pode ser revisada (BATURA et. al., 2010).

2.4. Histopatologia

O nuamero crescente de bidpsias associado a coleta de um niimero maior de
fragmentos (entre 12 e 18 por procedimento) eleva a dificuldade de diagndstico
histopatologico. Uma vez que, diversas lesdes suspeitas t€ém sido encontradas em
bidpsias, aumentando a possibilidade de interpretagdo diagnostica equivocada

(BOTWICK, et. al. 2008).

O sistema de graduacdo de Gleason € universalmente aceito para o CaP e consiste
na avaliacdo da arquitetura histoldégica do tumor, sendo classificada em 5 padrdes.
Entretanto, a pontuagdo de Gleason ndo ¢ confidvel para estratificacdo dos pacientes
quanto a presenca de variantes patogénicas. Superar essa limitagdo ¢ particularmente
critico, porque o risco hereditario de cancer de prostata esta associado a doencas mais

agressivas e resultados piores (NICOLOSI et al., 2019).

Além disso, para fins terapéuticos alguns escores de Gleason foram
incorretamente agrupados como se eles tivessem um progndstico semelhante. A fim de
reduzir estas limitagdes, um novo sistema de classificagao foi proposto pela International
Society of Urological Pathology (ISUP), resultando em 5 grupos distintos. A classificacao
simplificou as categorias de pontuagdes de Gleason de 2 a 10 para grupos de notas de 1 a

5 (VAN LEENDERS et al., 2019).
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Apos o diagnostico, tanto o valor de PSA quanto a classificagao de Gleason sao
usados como critérios de gravidade, sendo considerados como tumores de baixo risco
aqueles que possuem nivel de PSA <10 ng/mL e escore de Gleason <6, com risco
intermediario os que apresentam escore de Gleason de 7 ou nivel de PSA>10 e <20 ng/mL
e com tumor de alto risco os que tém nivel de PSA >20 ng/mL ou Gleason >8 (D"AMICO
et. al, 1998).

2.5. Genes BRCA1 e BRCA2

As cé¢lulas do CaP podem apresentar alteragdes genOmicas, como mutagdes
pontuais, delegdes, amplificacdes e translocagdes. Outras alteragcdes ocorrem durante
processo de divisdo celular, resultando em modificacdes diretas na sequéncia de DNA,
incluindo metilagdo, modifica¢do de histonas, acetilagdo, interferéncias de RNA, entre

outras (CHAUX et. al., 2011).

Os genes BRCA1 e BRCA2, possuem a fun¢ao de inibir o crescimento de tumores
por meio de reparacao das moléculas de DNA danificadas (JUNEJO et. al., 2020). Estes
genes, que ja sdo conhecidos por estarem relacionados com cancer de mama e ovario,
estdo sendo estudados para determinar o potencial de malignidade do cancer de prostata.
Mutacgdes deletérias destes genes estdo associadas ao alto risco de desenvolvimento destes
tumores e tém sido relacionadas a maior suscetibilidade genética para desenvolvimento

deste tipo de tumor (KUCHENBAECKER et al., 2017 e NYBERG et al., 2020).

A expressdo do gene BRCA1 tem sido relacionada a tumores de prostata mais
proliferativos e aneuploides, sendo mais comum em doenca metastatica (STOPSACK et
al., 2020). Do mesmo modo que, a expressdo da proteina 1 associada ao BRCA1, esta
relacionada a invasdo linfovascular, a valores de PSA maior que 10 ng/ml e a tumores
T3b (OH et al., 2020).

Um dos fatores de risco mais importantes para desenvolvimento de CaP ¢ a
historia familiar. Muta¢des na linhagem germinativa de BRCA2, aumentam o risco de
CaP em 8,6 vezes em homens com idade < 65 anos (SONG et al.,2017).

Estudos tem demonstrado que mutagdes no gene BRCA2 podem estar associadas
a risco de cancer de prostata mais agressivo e de alto grau com Gleason > 8 (PATEL et
al., 2020), além de aumentar o risco de desenvolvimento de cancer de prostata em 2,5—

4,7 vezes (ZHEN et al., 2018).
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Ademais, os tumores de prdstata com mutagdes neste gene tém caracteristicas
clinicas mais agressivas, incluindo maior probabilidade de envolvimento nodal, estagio

clinico avangado e menor sobrevida (CASTRO et. al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a expressao dos genes BRCA1 e BRCA2 em pacientes submetidos a

biopsia trans retal da prostata em homens atendidos na regiao sul de Mato Grosso.

3.2 Objetivos especificos

o Comparar a expressdo dos genes entre diferentes grupos;

e Correlacionar a expressao dos genes com as caracteristicas anatomo patologicas
das biopsias de prostata;

e Avaliar a correlacdo entre a expressao dos genes estudados com os valores do
PSA;

e Demostrar o perfil epidemioldgico da populacdo estudada.
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Resumo

Introducio: O cancer de prostata (CaP) € o segundo tipo mais comum entre a populagdo
masculina, sendo uma neoplasia caracterizada por alta heterogeneidade genomica e
padrdes de expressao génica ainda pouco estudados. Mutagdes nos genes BRCAI e
BRCA2 estdao, comprovadamente, relacionados com a evolugdo do cancer de mama e
ovario e sabe-se que homens portadores destas mutagdes tém maior risco de desenvolver
cancer de prostata. Assim, o objetivo deste estudo foi correlacionar aspectos clinicos e
anatomo patoldgicos com a expressao génica em pacientes submetidos a biopsia trans
retal da prostata. Métodos: Foram coletados fragmentos de biopsia de prostata trans retal
de 89 individuos. Amostras de oitenta e quatro pacientes foram encaminhadas para
realizacdo de técnicas moleculares para a avaliagdo da expressdo dos transcritos BRAC1
e BRAC2 por meio da técnica RT-qPCR. Resultados: Dos 84 casos selecionados, 26
(30,90%) apresentaram resultado positivo para CaP e estiveram associados a um nivel de
PSA > 10 ng/ml (p=0,019). A mediana de expressdo dos genes BRCA1 ¢ BRCA2 em
fragmentos negativos foi maior em casos de pacientes positivos para CaP com p=0,002 e
p=0,038, respectivamente. A expressao do gene BRCA1 foi maior em pacientes negativos
para CaP quanto comparados aos pacientes portadores desta neoplasia (p=0,003). Nao
houve diferenga estatistica significante na expressdo dos genes BRCA1l ¢ BRCA2,
conforme classificagdo de Gleason e valores do PSA. Conclusao: Os resultados
demonstram que a mediana da expressdo dos genes BRCA1l e BRCA2 ¢ maior em
fragmentos negativos de pacientes com cancer de prostata, quando comparados

fragmentos de individuos ndo portadores de neoplasia prostatica.

Palavras-chave: Gene BRCA1, Gene BRCA2, Expressao génica, Cancer de Prostata,

Escore de Gleason.
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INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) € o segundo tipo mais comum entre a populagao
masculina. No Brasil, para cada ano do triénio 2023-2025, estdo previstos mais de 71 mil
novos casos, correspondendo a um risco estimado de 67,86 casos novos a cada 100 mil
homens (INCA, 2023). Os fatores de risco incluem histérico familiar da doenga, idade,
estilo de vida, aspectos hormonais e genéticos. Homens afrodescendentes demonstram

maiores taxas de incidéncia, forma mais agressiva ¢ maiores taxas de mortalidade

(TAITT, 2018).

Estima-se que mais de 1 milhdo de casos novos foram diagnosticados no mundo
em 2020, sendo o tumor com maior incidéncia entre os homens na Africa e América
Latina (FERLAY et al., 2021). Na América Central e do Sul, o cancer de prostata devera
ter seu niumero de casos quase dobrado até o ano de 2030, decorrente do crescimento
populacional e do envelhecimento, além do aumento da detec¢do precoce e de uma maior

conscientizacdo do publico (DE FREITAS; SOARES, 2020).

Nos casos de CaP, o relatério andtomo patologico deve fornecer a graduagdo
histologica do sistema de Gleason, cujo objetivo ¢ informar sobre a agressividade,
provavel taxa de crescimento tumoral e sua tendéncia a disseminacdo, além de ajudar na
determinagdo do melhor tratamento para o paciente. Entretanto, a pontuagao de Gleason
ndo ¢ suficientemente confiavel para estratificacdo dos pacientes quanto a presenca de

variantes patogénicas (NICOLOSI et al., 2019).

Sabe-se que o risco hereditario de cancer de prostata estd associado a doencas
mais agressivas. Neste contexto, as mutagdes deletérias de alguns genes, como BRCAL1 e
BRCAZ2, que j4 foram relacionadas com cancer de mama e ovario, tém sido associadas ao
alto risco de desenvolvimento e maior suscetibilidade genética para o cancer de prostata

(KUCHENBAECKER et al., 2017 e NYBERG et al., 2020).

Observa-se que a expressao do gene BRCA1 ¢ uma caracteristica de tumores de
prostata mais proliferativos e aneuploides, sendo mais comum em doenca metastatica
(STOPSACK et al., 2020). Do mesmo modo que, a expressao da proteina 1 associada ao

BRCAL, esta relacionada a invasao linfovascular, a valores de PSA maior que 10 ng/ml e

a tumores T3b (OH et al., 2020).
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Ja as mutacdes em BRCA?2 podem estar associados a risco de cancer de prostata
mais agressivo e de alto grau com Gleason > 8 (PATEL et al., 2020). Ademais, mutagdes
na linhagem germinativa de BRCA2, aumentam o risco de CaP em 8,6 vezes em homens
com idade < 65 anos (SONG et al.,2017).

Diante do pressuposto de que a detecgdo precoce de formas mais agressivas desta
neoplasia ¢ um desafio complexo e ainda insuficientemente explorado, a proposta desse
estudo foi determinar a expressao dos genes BRCA1 e BRCA2 em pacientes submetidos
a bidpsia trans retal da prostata em homens atendidos na regido sul de Mato Grosso e
correlacionar com critérios de gravidade do cancer de prdstata e com caracteristicas

anatomo patologicas dos fragmentos analisados.
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MATERIAIS E METODOS

Estudo transversal, prospectivo, do tipo exploratdrio e quantitativo. Participaram
do estudo, pacientes usudrios do consorcio regional de saude do sul do estado de Mato
Grosso, com solicitacdo de coleta de biopsia de prostata atendidos em servigo de urologia,
selecionados entre junho de 2019 e outubro de 2020. O universo amostral foi composto
por todos os pacientes submetidos a primeira biopsia trans retal de prostata apos

Consentimento Livre e Esclarecido.

Os dados clinicos deste estudo foram obtidos a partir dos prontudrios dos
pacientes, enquanto os dados anatomopatoldgicos foram identificados em laudos emitidos
por laboratério de patologia credenciado a rede estadual de satide. As varidveis avaliadas
foram: idade, valor do PSA, dados anatomopatologicos e grau histologico de Gleason/
graduagdo de ISUP.

Os pacientes foram submetidos a biopsia transretal por sextantes com retirada de
no minimo 18 fragmentos, 12 deles para estudo histopatologico e 6 destinados para
analises moleculares. Os procedimentos foram realizados sob sedagdo e anestesia local.
Os fragmentos teciduais obtidos foram armazenados em criotubos conservados em

nitrogénio liquido a -196°C.

As amostras de tecido de prostata foram descongelados, pesados e colocados em
solucdo de trizol e homogeinizadas usando o aparelho Turrax N10. Apds tratamento com
cloroférmio o RNA total foi precipitado com uso de alcool isopropilico. Para eliminar
contaminantes de DNA foi realizado o tratamento com DNAse por 15 minutos a

temperatura ambiente seguidos de mais 10 minutos a 65°.

Para a amplificagdo de mRNA, o RNA (0,5-1 pg) foi transcrito reversamente
usando random primers ¢ a transcriptase SuperScript II RNAase H, de acordo com as

instrucdes do manufaturado (Invitrogen).

Para obten¢do das quantidades relativas da expressdo dos transcritos BRACI e
BRAC2, as reacdes em cadeia da polimerase quantitativas (qQPCR) foram realizadas

utilizando kit Power SYBR green master mix (Promega).

A gPCR foi realizada com concentracdo de 4ng/pul de cDNA em um volume final

de 10 pl em placa de 96 pocos. Todas as amostras de ¢cDNA foram previamente
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quantificadas. O gene GAPDH foi utilizado como normalizador para a quantificagdao da
expressdo dos genes de interesse. As condi¢des basicas da reagdo de termociclagem
foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
50° por 30 segundos e 60° C por 60 segundos (SCHAYEK et. al., 2009).

Os dados da expressao génica foram gerados usando um termociclador CFX96 da

empresa Bio-rad e a expressao génica relativa foi determinada usando o AACT (LIVAK,

SCHMITTGEN, 2001).

Os dados foram coletados e digitados em planilhas do Excel for Windows e em
seguida transferidos para o programa estatistico Stata versao 16.0 (StataCorp LP, College

Station, Estados Unidos) para analise.

Para analise de dados, foi realizado teste de qui-quadrado de Fisher para verificar
associagdo das variaveis categorizadas, idade, PSA e ISUP entre os grupos. Também
foram calculadas média e mediana das varidveis idade e PSA, assim como a frequéncia

das variaveis cidade de origem e profissao.

Para verificar diferencas nas medianas das expressdes génicas entre os grupos foi
realizado o Teste de Mann-Whitney, devido auséncia de distribuicdo normal dos dados. A
correlacdo foi verificada através do teste de Spearman entre as varidveis PSA, BRCAI,

BRCA2 e ISUP. Adotou-se p-valor <0,05 para significancia estatistica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUIM/UFMT sob
o parecer n° 1543035/2016 — CAAE: 54636016.1.0000.5541. Todos os pacientes que
participaram da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), autorizando a sua participagdo na pesquisa, bem como a utilizacdo do material

bioldgico para a as andlises moleculares.
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RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 89 pacientes que realizaram bidpsia trans retal da
prostata. Para determinar as suspeitas clinicas de neoplasia de prostata, todas as amostras
foram encaminhadas para estudo histopatologico. Destas, 20% (n=18) foram confirmados
como adenocarcinoma usual de prostata e 19% (n=17) apresentavam resultado
inconclusivo, necessitando de analise imuno-histoquimica. Portanto, 61% das bidpsias

realizadas tinham resultado histopatoldgico negativo para neoplasia de prostata.

Para a analise imuno-histoquimica, 5 dos 17 pacientes com resultado patoldgico
inconclusivo foram excluidos. Um deles por 6bito antes da liberagao do resultado e 4 por
conta de falha no registro de dados nos prontuarios. Dos 12 pacientes avaliados, 8 tiveram
resultado positivo para adenocarcinoma usual de prostata. Portanto, apds avaliagdo dos
resultados patologicos e imuno-histoquimicos, 30,90% (n=26) dos pacientes foram

confirmados com diagnéstico de cancer de prostata (CaP).

A mediana da idade foi 65 anos, sendo que 72,62% (n=61) da populacdo estudada
tinha mais de 60 anos. A média do PSA foi de 14,11 ng/ml (IC 95% = [9,68-18,61]),
enquanto a mediana foi de 7,74 ng/ml. Os pacientes provenientes do municipio de
Rondonopolis, corresponderam a 73,80% dos casos (n=62) e os aposentados

configuraram 41,66% da amostra (n=35).

Dos 84 casos selecionados, 58 (69,10%) apresentaram resultado negativo para
CaP. Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas da amostra estudada, conforme idade,
valor de PSA e graduagdo de ISUP, conforme os casos positivo e negativo. Entre os
grupos, os casos de CaP estiveram associados a um nivel de PSA > 10 ng/ml (p=0,019).
Quanto ao grau de gravidade dos casos de CaP (ISUP), a maior frequéncia esteve na

categoria intermediaria 42,3% (n=11).



27

Tabela 1. Caracterizagdo da amostra estudada, resultados positivos e negativos para

cancer de prostata (CaP)

Variaveis Resultado
Negativo CaP Positivo CaP p-valor*
n=58(69,1%) n=26(30,9%)
Idade (anos)*
43-65 28(66,7) 14(33,3) 0.406
66-83 30(71,4) 12(28,6) ’
PSA baseline (ng/ml)?
<10 44(75,9) 13(21,4) 0.019
>10 14(53,8) 13(46,2) ’
Grau ISUP®
Baixo (1) - 8(30,8) n/a
Intermediario (2 e - 11(42,3)
3)
Alto (4 e 5) - 7(26,9)

* Qui-quadrado de Fisher.

¥ Categorizado conforme mediana da idade: 65 anos.

£ PSA: Prostate-specific antigen.

“International Society of Urological Pathology.

Para anélise da expressdo génica, apenas uma amostra de paciente com resultado

negativo para CaP foi excluido por auséncia de material suficiente para realizagdo da

etapa de extracao.

Na Figura 1 observa-se que na analise da expressao do gene BRCA2, ndao houve

diferenca significativa (p=0,786) entre as medianas dos grupos com resultados negativo

e positivo para CaP. Entretanto, conforme demonstrado na Figura 2, foi identificada uma

maior expressao do gene BRCAL significativa (p=0,003) no grupo de pacientes com

resultado negativo para CaP.
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Figura 1 Expressao génica do BRCA2 entre pacientes com CaP e negativo CaP.
Teste de Mann-Whitney (p=0,786).
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Figura 2 Expressao génica do BRCA1 entre pacientes com CaP e negativo.
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Teste de diferenca de medianas Mann-Whitney (p=0,003).
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Quando estratificados os pacientes com CaP conforme classificagao de Gleason,
o grupo de pontuagdo 7 (ISUP 2 e 3) apresentou medianas maiores que o Gleason 6 (ISUP
1) e que os pacientes negativos para CaP, conforme tabelas 2 e 3, respectivamente.

Entretanto, ndo foi identificada diferenca estatistica entre os grupos.

Tabela 2 - Resultados da Expressdao Génica de BRCA1 ¢ BRCA2, mediana conforme
escore de Gleason em casos de CaP

Resultado
Gleason 6 (ISUP 1) Gleason 7 (ISUP 2 e 3) p-valor*
n=8 n=11
BRCAl 15,22 % 39,814 0,128
BRCA2 18,484 35,81+ 0,310

*Teste de Mann-Whitney.

*Mediana.

Tabela 3 - Resultados da Expressdo Génica de BRCA1 e BRCA2, mediana conforme
Gleason 7 e pacientes negativos para CaP

Resultado
Pacientes negativos CaP Gleason 7 (ISUP 2 e 3) p-valor*
n=57 n=11
BRCA1  39,81* 39,81H 0,403
BRCA2  20,35* 35,81H 0,178

*Teste de Mann-Whitney.

*Mediana.

Quando comparadas as medianas da expressdo dos genes BRCA1 e BRCA2
conforme valores de PSA (at¢ 10 ng/ml e maior que 10 ng/ml), ndo foi identificada

diferenca entre os grupos.

Ao verificar a expressdo dos genes em fragmentos negativos, identificamos
medianas maiores em fragmentos de pacientes positivos para CaP com resultados

estatisticamente significantes (Tabela 4).
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Tabela 4 - Resultados da Expressao Génica de BRCA1 e BRCA2, mediana em fragmentos
negativos de casos de CaP e pacientes negativos para CaP

Resultado
Fragmentos negativos de pacientes com Pacientes  negativos p-
CaP CaP valor*
n=60 n=57
BRCAl1 58,33H 39,81H 0,002
BRCA2 29,34H 20,354 0,038

*Teste de Mann-Whitney.

*Mediana.

A correlagdo foi verificada através do teste de Spearman entre as variaveis PSA,
BRCA1, BRCA2 e ISUP. No teste de Spearman, o PSA nio esteve correlacionado com a
expressdao dos genes BRCAI1 (p=0,771) e BRCA2 (p=0,435). O nivel de PSA também

ndo apresentou correlacdo com a medida de gravidade grau ISUP (p=0,108).
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DISCUSSAO

Neste estudo, foram utilizados fragmentos de bidpsia trans retal da prdostata como
material biologico para analise da expressdo dos genes BRCA1 e BRCA2. Apo6s avaliagdo
dos resultados patoldgicos e imuno-histoquimicos, 30,9% dos pacientes foram
confirmados com diagnostico de CaP. Esta taxa de positividade ¢ muito maior do que a
apresentada por Segal et. al. (2020), que realizou biopsias de prdostata em pacientes com

mutagdes em BRCA1 ou BRCA?2 e obtiveram positividade em 8,5% dos procedimentos.

Contudo, a taxa de bidpsias com resultado positivo para CaP foi muito semelhante
ao encontrado por Rabiau et. al. (2011), em torno de 31%. Entretanto, apenas 7,2% dos
casos de CaP apresentavam Escore de Gleason >7. No nosso estudo, 26,9% das amostras
positivas para CaP tinham Gleason 8, 9 ou 10. Tais achados sugerem, que as solicitagdes
das coletas de material foram corretamente indicadas. Porém, provavelmente, de forma
tardia, uma vez que o diagndstico de tumores mais agressivos ocorreu em mais de 25%

dos pacientes.

A mediana da idade encontrada, foi de 65 anos. Ja a média do PSA foi de 14,11
ng/ml. Valores semelhantes aos encontrados por Ibrahim et. al. (2018), que avaliaram 102
homens portadores de mutacdo em BRCA1 ou BRCA2 e obtiveram 13 casos de CaP com

mediana da idade foi de 68 anos e a média do PSA foi de 14,37 ng/ml.

Na comparagdo do valor de PSA entre os grupos, os casos de CaP estiveram
associados a um nivel de PSA > 10 ng/ml (p=0,019). Em artigo publicado por Rabiau et.
al. (2011) que examinaram 98 pacientes submetidos a bidpsia de prostata, 20 dos 67
pacientes negativos para CaP apresentavam PSA > 10 ng/ml, enquanto 54,8% dos

pacientes com CaP tinham PSA > 10 ng/ml.

Em nossas anélises, ndo houve diferenga nas medianas de expressdo do gene
BRCA 2 quando comparados os grupos com resultados negativo e positivo para CaP.
Entretanto, uma maior expressao do gene BRCAI, foi verificada no grupo de pacientes
com resultado negativo para CaP (p=0,003). Este achado, provavelmente ¢ decorrente do
fato que outros resultados anatomopatoldgicos como neoplasia intraepitelial (PIN),
prostatites e proliferagdo atipicas de pequenos acinos (ASAP), foram agrupados no grupo

negativo para CaP apos laudos de estudo imuno histoquimico.
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Rabiau et. al. (2011), encontraram uma super expressao do gene BRCAI em 26
dos 57 pacientes com resultados anatomopatoldgicos diferentes de CaP, incluindo PIN e
negativos para malignidade, enquanto no grupo positivo para adenocarcinoma da prostata

este achado foi encontrado em 38,7% dos individuos.

Quando estratificados os pacientes com CaP de acordo com a classificacdo de
Gleason, o grupo de pontuagao 7 (ISUP 2 e 3) apresentou medianas maiores na expressao
para os genes BRCA1 e BRCA2, quando comparadas ao grupo Gleason 6 (ISUP 1) e aos
pacientes negativos para CaP. Tal achado, sugere que uma maior expressao destes genes
pode estar relacionada a uma gravidade maior da doenca. Entretanto, ndo foi identificada
diferenca estatistica entre os grupos que possivelmente ocorreu pelo pequeno niimero de
pacientes nos grupos. Tal situacdo, ocorreu devido o periodo de coleta coincidir com o

inicio da pandemia de Covid-19.

Em estudo coorte publicado por Ansi et. al. (2020), foram avaliados 188 pacientes
com CaP. Destes 26,1% apresentavam expressdo para BRCAI1, 22,9% expressaram
BRCA2 e 7,4% tinham expressao dos dois genes. O escore de Gleason >7 foi associado

a expressdo de BRCA1 e BRCA2 (p=0,013; p=0,041, respectivamente).

JaIbrahim et. al. (2018), avaliaram 102 homens portadores de mutacdes deletérias
de BRCA1 e BRCA2. O CaP foi o tumor mais comumente diagnosticado, encontrado em
13 pacientes, 11 dos quais eram positivos para BRCA2. Esses tumores tinham pontuagdes

do escore de Gleason mais altas e niveis elevados de PSA.

Stopack et. al. (2020), conduziram estudo com 575 pacientes com CaP nao
metastatico avaliando a associagdo entre a expressao de BRCAT1 e desenvolvimento de
doenca letal (metastase ou morte especifica por cancer) durante o acompanhamento de
longo prazo. Tumores com escores de Gleason 8—10 tiveram positividade maior para

BRCAT1 do que aqueles com pontuacdes de Gleason < 7.

O valor de PSA nio esteve correlacionado com a expressao dos genes BRCA1
(p=0,771) e BRCA2 (p=0,435). Achado divergente ao encontrado do Oh et. al. (2020),
que avaliaram 68 pecas de prostatectomia radical. A expressao da proteina 1 associada a
BRCAI estava correlacionada a um alto nivel pré-operatério do PSA (p=0,014).
Entretanto, Chen et. al. (2022) que conduziram estudo retrospectivo com 172 individuos

portadores de CaP, ndo encontraram diferenca significativa nos valores de PSA (p=0,623)
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e escore de Gleason (p=0,362) entre pacientes com e sem mutacao para BRCAI e

BRCA2.

E interessante observar que ao avaliar a expressdo dos genes BRCA1 ¢ BRCA2
em fragmentos negativos, identificamos medianas maiores em fragmentos de pacientes
positivos para CaP, com p=0,002 e p=0,038, respectivamente. Tal achado, sugere que
mesmo com resultado anatomo patolégico negativo, fragmentos que expressam tais genes
podem indicar um diagnoéstico desapercebido ou um caso que ainda pode evoluir para
CaP. Tal achado ndo foi encontrado anteriormente na literatura e evidencia um caminho a

ser estudado no que diz respeito ao diagndstico precoce.

Este estudo apresenta limitacdes pois avaliou apenas as expressdoes dos genes
BRCA1 e BRCA2, desconsiderando presenca de mutagdes. Os achados
anatomopatoldgicos, como PIN, ASAP e prostatites foram agrupados em um tinico grupo,
negativo para neoplasia de prostata. Os fragmentos submetidos a anélise molecular ndo
foram os mesmos utilizados na avaliacao histologica. Realizamos avaliacdo da mediana
da expressdo e nao foram consideradas as faixas de expressdo dentro dos grupos. Além
disso, obtivemos um nimero reduzido de individuos nos grupos ja que boa parte do
periodo de coleta de amostras, coincidiu com inicio da pandemia do Covid-19, o que

limitou o acesso dos pacientes dos servigcos oncologicos.

Embora a expressao dos genes BRCA1 e BRCA2 em fragmentos de biopsia trans
retal da prostata ndo parega ter relacdo com gravidade de CaP, a maior expressdo destes
genes em fragmentos negativos deve ser considerada como alerta de uma doenga que esta
sem diagndstico ou para um possivel caso em desenvolvimento inicial. Dessa forma,
recomenda-se a realizagdo de novos estudos que mantenham o seguimento destes

pacientes a longo prazo.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Clinica UROLASER e a Universidade Federal de Rondonépolis - UFR, neste ato
representada pelo Curso de Medicina, estdo desenvolvendo uma parceria de pesquisa cientifica
para o estudo, descricdo e analise do processo saude e doencga relacionado ao Cancer de
Préstata. O objetivo é o de fornecer dados importantes para cientistas interessados em melhorar
o prognostico, diagndstico e/ou o tratamento de pacientes com cancer. Assim sendo, se o senhor
aceitar que uma amostra retirada no momento da sua bidpsia seja encaminhada para anélise
nesta pesquisa, deve assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este
termo foi criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa, bem como dos
pesquisadores em sua integridade e dignidade e contribuir com o desenvolvimento da pesquisa
em nossa regido, dentro dos padrbes éticos necessarios. Informamos também que, caso seja
necessario, suas informacgdes clinicas serao consultadas no prontuario médico e laudos pelos
pesquisadores envolvidos. Importante salientar que, essas informagbdes, assim como os
resultados obtidos poderao ser utilizados para publicagdes em encontros, congressos e revistas
cientificas. Se isso ocorrer, o pesquisador principal e sua equipe garantem total sigilo e a
confidencialidade das suas informacdes, ressaltando que os pesquisadores receberio os dados
do participante de maneira anénima. Sua participagdo neste projeto é totalmente voluntaria,
nao havendo remuneragao pessoal ou institucional por sua participagao. Seu consentimento em
participar desta pesquisa pode ser retirado a qualquer momento pelo senhor ou por outra pessoa
pelo senhor indicada, sem precisar justificar e sem sofrer qualquer prejuizo. Qualquer recusa
em conceder os seus dados ou amostra biolégica, ndao influenciara em seu tratamento
atual ou futuro. Se o senhor tiver quaisquer dividas sobre seus direitos como participante de
pesquisa, podera entrar em contato com os pesquisadores responsaveis através dos contatos
mencionados abaixo.

Consentimento poés-informagao

Eu, )
fui informado sobre a relevancia desta pesquisa e a necessidade da minha colaboragéo, sendo
assim eu concordo em participar deste projeto.

Assinatura do participante ou representante legal Data ___ /__ |/

DADOS DOS COORDENADORES DA PESQUISA:
Dr? Claudinéia de Araujo - Docente do Curso de Medicina - UFR
Eduardo Maciel Narvaes - Médico Urologista da Clinica Urolaser

Telefone: (66) 3410 4004

Assinatura: Data __ /___ [/

Observacgao: Este TCLE sera preenchido em duas vias, sendo que uma delas devera ficar
com o participante e a outra com o pesquisador responsavel.

DADOS DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA:

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Rondonépolis pelo telefone (66)
3410-4153 ou através do seguinte enderecgo: Avenida dos Estudantes, n® 5055, Bairro Sagrada
Familia — Campus Universitario de Rondondpolis — Bloco Administrativo, CEP: 78735-901,
Rondondpolis — Mato Grosso.



	DISSERTACAO EDUARDO NARVAES.pdf
	SEI_0260746_MESTRADO__FOLHA_DE_APROVACAO_4.pdf
	MESTRADO: FOLHA DE APROVAÇÃO 4 (0260746)




