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RESUMO

O Cancer de Prostata (CaP) ¢ o mais incidente na populagdo masculina mundial, o que o torna
um problema de saude publica. Indolente em seus estdgios iniciais, necessita de métodos
diagnosticos mais assertivos, uma vez que os niveis séricos do Antigeno Prostatico Especifico
(PSA) nao sao exclusivos para os casos de malignidade. Painéis de marcadores moleculares
tém se mostrado promissores, auxiliando no manejo clinico dos pacientes. Presentemente,
objetivamos caracterizar um novo conjunto de biomarcadores em nivel transcricional, visando
estabelecer uma ferramenta para o diagnostico precoce da doenca. Para isso, inicialmente,
foram acessados os dados disponiveis no The Cancer Genome Atlas (TCGA) para os transcritos
de KLK3, AR, HPN, GSTM3, NETOZ2, PRUNE2, FOLHI ¢ PCA3 em tecidos com CaP (n =
461) e tecidos ndo-tumorais adjacentes (n = 51). Apenas os transcritos do AR ndo diferenciaram
as amostras e, por meio das andlises de curva ROC (Receiver Operating Characteristic), 0s
genes GSTM3, HPN e NETO? se descaram, com AUC > 90 (p < 0,05). Assim, esses genes
foram quantificados por gPCR em amostras de RNA total extraido do sangue de dez pacientes
diagnosticados com CaP e doze individuos saudaveis. Novamente, os trés marcadores diferiram
entre os grupos de estudo, com Area Sob a Curva (AUC) > 90 (p < 0,05). Portanto, por
diferentes metodologias, os genes HPN, GSTM3 e NETO? apresentaram potencial diagndstico
relevante, de modo que sugerimos sua analise combinada, a qual poderd ser incluida em
estratégias otimizadas de diagnostico da doenga, de modo a promover a qualidade de vida, em
consonancia com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU (ODS) 3.

Palavras-chave: Biomarcadores; Cancer de Prostata; Diagnostico; Expressao génica



ABSTRACT

Prostate Cancer (PCa) is the most common cancer among the male population worldwide,
making it a public health problem. Indolent in its early stages, it requires more accurate
diagnostic methods, as serum levels of Prostate-Specific Antigen (PSA) are not exclusive to
malignancy cases. Panels of molecular markers have shown promise, aiding in the clinical
management of patients. Presently, we aim to characterize a new set of biomarkers at the
transcriptional level, aiming to establish a tool for the early diagnosis of the disease. For this,
data available in the The Cancer Genome Atlas (TCGA) for the transcripts of KLK3, AR, HPN,
GSTM3, NETO2, PRUNE2, FOLHI, and PCA3 in PCa tissues (n = 461) and adjacent non-
tumoral tissues (n = 51) were initially accessed. Only AR transcripts did not differentiate the
samples, and through Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analyses, the genes
GSTM3, HPN, and NETO?Z2 stood out, with AUC > 90 (p < 0.05). Thus, these genes were
quantified by gPCR in RNA samples extracted from the blood of ten patients diagnosed with
PCa and twelve healthy individuals. Again, the three markers differed between the study
groups, with Area Under de Courve (AUC) > 90 (p < 0.05). Therefore, by different
methodologies, the genes HPN, GSTM3, and NETOZ2 showed relevant diagnostic potential,
suggesting their combined analysis, which could be included in optimized diagnostic strategies
for the disease, promoting quality of life, in line with the UN Sustainable Development Goals
(SDGs) 3.

Keywords: Biomarkers. Diagnosis. Prostate Cancer. Gene expression
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1. INTRODUCAO

1.1. O cancer e sua relevancia epidemiologica

Cancer ¢ o nome genérico para um conjunto de doencas que podem afetar diferentes
tecidos e o6rgdos, sendo caracterizado pela capacidade descontrolada das células de se dividirem
e invadirem sitios distantes (OMS, 2021). Molecularmente, o controle do processo de divisdo
celular ¢ alterado, devido ao acumulo de mutacdes somaticas, como inser¢oes ¢ delecdes, em
genes supressores tumorais € oncogenes, o que conduz a malignidade (IRANZO, et al. 2018).
Os primeiros modulam o ciclo celular por meio da ativagdo de genes envolvidos na resposta
contra células danificadas ou transformadas, impedindo a carcinogénese. A mutagdo no gene
que codifica para P53 (conhecidamente supressor tumoral), por exemplo, provoca o acimulo
dessa proteina no nucleo, sendo esta uma caracteristica amplamente utilizada na analise da
agressividade de tumores (CHEN, et al. 2020). Oncogenes sdo genes que se tornam
disfuncionais devido a ocorréncia de mutagdo, fusdo ou superexpressdo. Essas alteragdes
podem desregular a prolifera¢do celular ou suprimir a atividade apoptdtica, favorecendo a
carcinogénese (BROWN, 2021). Portanto, supressores tumorais impedem o desenvolvimento
da doenca, contudo, mutagdes podem bloquear sua atividade inibitoria, favorecendo a agdo de
oncogenes e, consequentemente, o surgimento de tumores malignos em uma a¢ao molecular
dindmica. Destaca-se o oncogene virus do sarcoma de rato (RAS). Este codifica para GTPases
atuantes na transducao de sinal da maioria dos receptores do fator de crescimento, incluindo os
receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFRs), receptor de tirosina quinase para HGF
(MET) e receptor de tirosina quinase para SCF (KIT) (TIMAR e KASHOFER, 2020).

Em 2000, Douglas Hanahan e Robert Weinberg compilaram as principais caracteristicas
relacionadas ao surgimento e a progressao tumorais, definidas como hallmarks. Segundo esses
autores, c€lulas transformadas apresentam capacidade autoreplicativa persistente e se dividem
continuamente. Portanto, ndo respondem aos multiplos sinais antiproliferativos, tampouco aos
sinais inibitérios de crescimento. Além disso, evadem a mecanismos apoptoticos. A via PI3
quinase-AKT/PKB, por exemplo, transmite sinais antiapoptdticos e se encontra ativada em
células tumorais. A manutencdo dos telomeros em células cancerigenas favorece sua
imortalizacdo e os autores também evidenciaram a importancia da angiogénese, com a

formacao de vasos sanguineos, ¢ da invasdo de tecidos adjacentes, o que promove o surgimento
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de metastases (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Em 2011, Hanahan e Weinberg propuseram
novos hallmarks. Foram incluidas a instabilidade gendmica, a inflamagdo, a reprogramacao
metabolica e evasao ao sistema imune (HANAHAN E WEINBERG, 2011).

Senga e Grose observaram que as células-tronco cancerigenas (CTCs) compdem uma
subpopulagdo celular unica desdiferenciada e com capacidade de auto-renovacdo. Esse
comportamento confere vantagem na sobrevivéncia das células malignas, garantindo a
heterogeneidade e resisténcia terap€uticas. J& a epigenética ¢ uma marca unica dessas células,
responsdvel pela persisténcia da doenca. Interessantemente, o organismo humano abriga
diferentes microrganismos modulando uma microbiota dinamica e ativa. Esta pode apresentar
efeito protetor, mas também causar instabilidade cromossomica e epigenética. Finalmente, a
sinalizacdo neural alterada também ¢ associada a tumores. Os nervos simpaticos produzem
noradrenalina, mediada pelos receptores P-adrenérgicos, cujos niveis aumentam durante
periodos de estresse, sendo relacionados a promogao da doenga (SENGA ¢ GROSE, 2021).

De fato, a heterogeneidade e complexidade do cancer sdo evidenciadas pelos alarmantes
indices de morbidade e mortalidade na popula¢dao global. Segundo o Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) em 2022, ocorreram 19,9 milhdes de novos casos da doenga com
9 milhdes de 6bitos, sendo que mais da metade destes ocorreram na Asia (Figura 1). Na Europa
foram registrados 22,4% dos novos diagnoésticos e 20,4% das mortes por cancer. Nas Ameéricas,
a incidéncia foi de 20,9% e 14,2% foram vitimas fatais. Mundialmente, 12,4% dos tumores
diagnosticados em 2022 foram pulmonares. O cancer de mama ocupou o segundo lugar com
11,5% do total. O terceiro mais incidente foi o cancer colorretal (9,6%) e o quarto o cancer de
prostata (CaP), com 7,3% de novos diagndsticos. Em homens, o cancer de pulmao foi o mais
incidente (15,2%), seguido pelo CaP (14,2%) e colorretal (10,4%). Em mulheres, o cancer de
mama se destacou com 23,8% dos diagnosticos, seguido de pulmao (9,4%) e colorretal (8,9%).
Quanto aos obtidos, o cancer de mama foi o que mais matou mulheres, com uma taxa 15,4%.
Ja em homens, o cancer de pulmao (22,7%) e de figado (9,6%) foram as duas principais causas
de morte. O CaP foi responsavel por 7% dos 6bitos. As projecdes para 2050 indicam uma
tendéncia preocupante, com 19 milhdes de novos casos em homens e 16,3 milhdes em
mulheres, e taxas de mortalidade de 10,5 milhdes e 8,0 milhdes, respectivamente

(GLOBOCAN, 2024).

Figura 1: Incidéncia mundial de cancer em homens e mulheres em numeros absolutos

registrados em 2022.



11

269.088 1.185.216

~. 1.551.060

9.826.539

M Oceania M Africa M América Latina e Caribe B América do Norte i Europa iAsia

Fonte: GLOBOCAN, 2022.

Na América Latina, o Brasil tem ocupado a primeira posi¢ao entre os paises com maior
incidéncia de canceres, com 627.193 diagndsticos (40,5%), e maior mortalidade, com 278.835
obitos (37,5%). Entre homens brasileiros, o CaP foi o mais comum em 2022, com cerca de
102.519 novos casos (GLOBOCAN, 2022). Estimativas no Instituto Nacional do Cancer
(INCA) projetam que, para o triénio 2023-2025, ocorram 704 mil novos casos de cancer, sendo
483 mil excluindo os casos de cancer de pele nao melanoma. O cancer de pele ndo melanoma
¢ previsto como o mais comum, com 220 mil casos novos (31,3%), seguido pelos de mama,
com 74 mil (10,5%); prostata, com 72 mil (10,2%); c6lon e reto, com 46 mil (6,5%); pulmao,
com 32 mil (4,6%); e estbmago, com 21 mil (3,1%) novos casos. Em homens, espera-se que os
mais frequentes sejam o de pele ndo melanoma, com 102 mil (29,9%); prostata, com 72 mil
(21,0%); colon e reto, com 22 mil (6,4%); pulmao, com 18 mil (5,3%); estobmago, com 13 mil
(3,9%); e cavidade oral, com 11 mil (3,2%). Ja nas mulheres, os principais serao cancer de pele
nao melanoma, com 118 mil (32,7%); mama, com 74 mil (20,3%); colon e reto, com 24 mil
(6,5%); colo do utero, com 17 mil (4,7%); pulmao, com 15 mil (4,0%); e tireoide, com 14 mil
(3,9%) casos novos. Desconsiderando cancer de pele ndo melanoma, o CaP ocupa a segunda

posigdo entre os tumores mais frequentes no Brasil (INCA, 2023).

1.2. Cancer de prostata
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A prostata € um Orgdo localizado abaixo da bexiga, responsdvel por secretar
componentes do liquido seminal. E constituida por tecido conjuntivo e glandular e dividida em
regioes histologicas. A zona periférica corresponde a regido distal da prostata, a zona de
transi¢ao esta localizada proxima a uretra e a zona central possui morfologia conica, sendo mais
larga na base da prostata (ITTMAN, 2018) (Figura 2). No contexto da anatomia, Diao e
colaboradores (2022) utilizaram o plano coronal para dividir a prostata facilitando a

visualiza¢do no modelo digital 3D (DIAO et al., 2022).

Figura 2: Ilustracdo esquematica da prostata humana e estruturas adjacentes. Encontram-se

evidenciadas as zonas prostaticas.
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Fonte: ITTMAN, 2018

O aumento gradual de tamanho da prostata, definido como hiperplasia prostatica
benigna (HPB) ¢ relacionado ao envelhecimento (DANGELO e FATTINI, 2011). O
desenvolvimento de HPB consiste na proliferagdo de células do estroma e epitélio da zona de
transi¢do da prostata, pressionando a uretra, o que culmina com sintomas urindrios como
dificuldade de iniciar a micgdo, dor, gotejamento, incapacidade de esvaziamento da bexiga ou
infecgdes. A auséncia de tratamento da HPB pode levar a retengdo cronica e alteragdes na
musculatura lisa da bexiga (BARADHI, et al, 2022). Contudo, outras patologias podem
acometer o 0rgao como prostatite bacteriana aguda, prostatite bacteriana cronica, prostatite nao

bacteriana, prostatodina e CaP (RITCH e COOKSON, 2018).
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Enquanto a HPB ¢ considerada originaria da zona de transi¢do, a maioria dos CaP se
desenvolve na zona periférica (TIAN et al, 2020). Este foi o segundo tumor mais incidente (1,4
milhdo) e o quarto com maior taxa de mortalidade entre os homens (397.430) no mundo em
2022 (GLOBOCAN, 2024), o que o torna um problema de saude publica. Na Europa foram
cerca de 2.359.303 novos casos, com 1.091.871 vitimas fatais e, nas Américas, 0s numeros
foram 2.196.877 diagnoésticos e 756.864 mortes. No Brasil, considerando dados do INCA,
foram registrados 65.840 novos casos de tumores prostaticos e 15.983 mortes em 2022 (INCA,
2024)

Segundo o GLOBOCAN, em 2022 o CaP foi o0 com maior nimero de novos casos entre
homens mundialmente, com 268.490 diagndsticos. Também foi responsavel por 34.500 mortes,
correspondendo a 11% dentre os demais canceres masculinos. Até 2025 sdo esperados 240.00
novos casos, totalizando 1,65 milhdo de novos diagnosticos de 2020 a 2025 em todo o mundo
(GLOBOCAN, 2024). No Brasil, o nimero de novos diagndsticos de CaP aumentara em 18,7
mil, entre os anos de 2020 e 2025, somando 116 mil novos casos. A mortalidade por tumores
prostaticos aumentara em 4,5 mil, no mesmo periodo, chegando a 22,8 mil mortes pela doenga
em 2025 (GLOBOCAN, 2024). Em paralelo, dados do INCA estimam, no Brasil, para cada
ano do triénio 2023 a 2025, 71.730 mil novos casos de CaP. Desconsiderando os tumores de
pele ndo melanoma, o CaP ¢é o segundo tipo de neoplasia maligna mais frequente entre homens

e ¢ 0 mais incidente em todas as regides do pais (INCA, 2023).

1.2.1. Diagnéstico e estadiamento

O surgimento do CaP ¢ associado a fatores internos e externos. Os internos incluem a
idade, histérico familiar e hereditariedade. Ja os externos estdo relacionados ao ambiente e aos
habitos individuais. O envelhecimento humano torna as células vulneraveis as alteragoes
moleculares, sendo o cancer uma doen¢a comum em individuos com mais de 40 anos. Além
disso, mutacdes genéticas com heranca autossoOmica permitem o desenvolvimento de CaP
hereditario (HCaP) (VIETRI et al., 2021). Estudos usando marcadores genéticos confirmaram
a associacdo entre historico familiar e o risco de desenvolvimento da doenca (PERDANA et
al., 2016). Os genes Homebox-B13 (HOXB13), Breast Cancer Gene 2 (BRCAZ2), Checkpoint
Kinase (CHECK?2) e Mutaded Ataxiatelangiectasia (ATM) sdo considerados importantes
marcadores genéticos para HCaP. A interrup¢do das vias de reparo do DNA relacionadas a
esses genes leva ao aumento do perfil mutacional e a instabilidade gendémica, com o

consequente acimulo de aberragdes genomicas (VIETRI et al., 2021).
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Ja a alimentagdo do individuo ¢ um fator modificavel essencial a homeostase do
organismo. Dieta saudavel, sem alimentos processados, ¢ a pratica de atividades fisicas
diminuem a chance de ocorréncia de neoplasias malignas (INCA, 2022). Além disso, o acimulo
de adip6citos promove alteracdes metabolicas e hormonais, como, por exemplo, a resisténcia a
insulina, o que se torna preocupante devido ao aumento dos niveis circulantes desse hormonio,
sendo um fator de risco relevante (KAISER et al., 2019). Por fim, também sio cancerigenos
agentes quimicos, fisicos e bioldgicos ambientais como substancias toxicas, pesticidas, poeira,
poluentes, radia¢des e microrganismos infecciosos (INCA, 2022).

Os sintomas do CaP ndo sdo definidos, tampouco especificos, ¢ podem incluir
diminui¢do no jato urindrio, hesitacdo, noctiria e esvaziamento incompleto da bexiga
(DANGELO e FATTINI, 2011). Seu diagndstico pode ser realizado por toque retal (TR) ou
afericdo dos niveis séricos de antigeno prostatico especifico (PSA). O TR ¢ indolor e causa
algum desconforto se a prostata estiver com tamanho aumentado. O PSA ¢ dosado, em geral,
no sangue, sendo os valores considerados normais entre 3 a 10 ng/mL, considerando um ponto
de corte de 4 ng/mL. Mesmo sendo métodos consolidados para possivel identificacao de CaP,
possuem baixa precisdo no diagnodstico de cancer, pois HPB e prostatites podem provocar
inchago na prostata e alterar os niveis de PSA (ILIC, et al., 2018). Portanto, a confirmagao
depende da andlise do tecido, o qual ¢ obtido por bidpsia transretal ou transperinal guiada por
ultrassonografia retal ou ressonancia magnética (RM) (DROST et al., 2019). Dessa maneira, a
bidpsia avalia microscopicamente a morfologia do fragmento extraido do tecido, aumentando
a precisdo no diagnodstico de CaP (DROST et al., 2019).

Ap6s a identificacdo da malignidade, os tumores prostaticos sdo estadiados, o que define
o prognostico da doenca, guia a conduta clinica e o tratamento do paciente. Sdo adotados os
parametros de TNM (Tumor-Node-Metastasis) e escore de Gleason (SG) (VAN LEENDERS,
et al,. 2020). O TNM considera a lesdo primdria (T), o acometimento linfonodal (N) e a
disseminagdo para outros orgaos (M), podendo classificar a doenga em graus, visando uma
classificagdo personalizada (SAOUD et al., 2020). Estadios I e II correspondem ao estagio
precoce de CaP. Estadio III estd associado a doenga localmente avancada e o estadio IV indica
cancer avancado e metastatico (COSTA et al., 2020).

O SG ¢ um sistema de avaliacdo do grau histologico do CaP, baseado no arranjo
microscopico e arquitetura ou padrao glandular, tomando-se como referéncia a prostata ativa
(LESLIE et al., 2022). O escore ¢ a somatdria dos perfis histologicos primario (dominante) e
secundario, variando de 2 a 10, o que permite classificar em graus de 1 a 5 (STARK et al.,

2009). Graus entre 1-3 correspondem a estruturas glandulares bem delimitadas, podendo conter
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células uniformes e pequenas ou células com tamanho e forma variada. O grau 4 compreende
células fusionadas em massas amorfas ou formando glandulas irregulares. Grau 5 corresponde
aos tumores anaplasicos (VAN LEENDERS et al., 2020). Portanto, grau 1 representa padrao e
aparéncia glandulares normais e grau 5 representa camadas de células cancerosas anormais.
Assim, tumores de baixo risco possuem SG de 3+3=6 ou menor. Canceres de grau intermediario

possuem SG de 3+4=7 e os alto risco possuem SG de 4+3=7 ou superior (LESLIE et al., 2022).

1.2.2. Tratamento

Atualmente, para o tratamento do CaP, sdo adotadas cirurgia, radioterapia, terapia
hormonal e quimioterapia (INCA, 2021). Para o Cap localizado sdo realizadas a cirurgia
(prostatectomia), radioterapia e crioterapia, considerando o estado funcional do paciente e
expectativa de vida superior a 10 anos. De fato, o CaP pode ser controlado ou curado com
intervengdo cirurgica quando em estagios iniciais, em que had a possibilidade de remog¢ao
completa do tumor. Esta também pode ser uma estratégia paliativa, voltada para a melhora na
qualidade de vida de pacientes com tumores avancados (LESLIE et al., 2022).

A radioterapia ¢ o principal método para tratamento de pacientes com CaP, sendo
fundamental para o controle do tumor e disseminagdo da doenca. E eficaz para tumores
localizados com efeitos colaterais menos severos (JAROSZ-BIEJ et al., 2021). Além disso,
pode promover a liberagao e ativagdo de antigenos, recrutando linfocitos T e promovendo uma
resposta imunologica inata e adaptativa. Ja a crioterapia ¢ um método menos invasivo, o qual
consiste em inserir pequenas agulhas de termoacoplamento para direcionar o resfriamento da
prostata, vesiculas seminais ou ambas, destruindo as células malignas do tecido prostatico
(JUNG et al., 2018). Além disso, a ablagdo focal pode ser utilizada, contudo, sua eficacia ainda
permanece por ser comprovada enquanto método curativo (LESLIE et al., 2022). Estdo
incluidos a crioablagdo, ultrasson focalizado de alta intensidade, terapia fotodinamica,
eletroporacao irreversivel, ablacao a laser focal e aplicagdo da terapia focal como tratamento de
resgate (AHDOOT et al., 2019).

A terapia de privacao de androgeno (TPA) consiste no bloqueio hormonal, uma vez que,
apesar de essenciais para o funcionamento normal do 6rgdo, a testosterona e diidrotestosterona
(DHT) estdo associadas ao crescimento das células cancerosas. Portanto, a inibi¢do da produgao
androgénica permite a diminuicao ou crescimento retardado do tumor, sendo indicada para os
casos de CaP avangado (CRAWFORD et al., 2019). A TPA inclui a orquiectoma, com a retirada

dos testiculos, ou a castragdo quimica, com a utilizacdo de analogos ou antagonista hormonais.
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Os analogos de hormonio liberador de hormonio luteinizantes (HLHL) estimulam os receptores
da hipéfise aumentando o hormdnio luteinizante (HL) e hormdnio estimulador de foliculo
(HEF). Dessa maneira, a exposi¢do a medicamentos cronicos promove a regulacao negativa de
receptores da hipofise diminuindo HL e HEF, e, consequentemente, a producao de androgenos.
Em oposicdo aos analogos, os antagonistas de HLHL bloqueiam os receptores hipofisarios
inibindo a sintese de testosterona (TUCCI et al., 2018). Também sao utilizados medicamentos
antiandrogénios, os quais inibem, por competicao, a ligagao de diidrotestosterona ao receptor
androgénico (AR) no sitio de ligagdo. Os antiandrogénios impedem a translocagdo nuclear do
AR e interagdo do AR com o promotor, controlando, assim, a proliferacdo de células
transformadas e ativando mecanismos apoptoticos (HU et al., 2020). Outro medicamento
utilizado em TPA sdo os inibidores de CYP17, enzima envolvida na sintese de testosterona.
CYP17 ¢ encontrada nos testiculos, glandulas adrenais e tecido tumoral da prostata (HU et al.,
2020).

A quimioterapia ¢ um tratamento baseado em medicamentos contra o cancer,
transportados pelo sistema sanguineo, a fim de destruir as células transformadas, impedindo
tanto a proliferagao celular quanto a difusdo pelo organismo (INCA, 2021). Para o tratamento
de CaP, o docetaxel e cabazitaxel tém sido utilizados como terapia de segunda linha (NADER
et al., 2018). Docetaxel é considerado um importante agente quimioterapico e relacionado ao
aumento da expectativa de vida de pacientes com CaP (BARATA ¢ SARTOR, 2019).

A terapia adotada considera os riscos e efeitos colaterais, a idade do paciente, condi¢des
de satide e probabilidade de cura. Para tumores de Estadios I e II sdo indicados a vigilancia
ativa, prostatectomia radical e radioterapia, sendo possivel combinar alguns desses tratamentos.
Em Estadio III ¢ comum o tratamento por radioterapia, braquiterapia ¢ hormonioterapia. CaP
de Estadio IV ¢ tratado com hormonioterapia, quimioterapia e cirurgia para aliviar os sintomas
(ONCOGUIA, 2020). Contudo, em CaP avangado, o tratamento inicial, em geral, se mostra
ineficiente demandando novas abordagens. Para a doenga localmente avangada preconiza-se a
radioterapia, criocirurgia e/ou prostatectomia radical. Em casos mais graves, a hormonioterapia
€ o método mais eficaz. Perante esse cenario, o CaP metastatico apresenta um custo total de R$
917.000,00 por paciente, incluindo tratamento oncoldgico sistémico, exames e internagao
hospitalar (ONCOGUIA, 2020).

Apesar dos avangos dos métodos de imagem e das estratégias terapéuticas, muitos
pacientes sdo diagnosticados tardiamente e/ou refratam ao tratamento. Adicionalmente, a
heterogeneidade dos tumores prostaticos ainda desafia as pesquisas, exigindo multiplos

\

esforcos dedicados a sua compreensdo. Nesse contexto, ¢ premente a necessidade de se
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identificar e validar biomarcadores capazes de triar a populagdo com maior acuracia e de

direcionar a vigilancia ativa, impactando significativamente na sobrevida dos pacientes.

1.3. Testes Diagndsticos e marcadores moleculares

Os testes diagndsticos consistem em técnicas ou procedimentos utilizados para
confirmar ou descartar a presenca de uma doenga ou condi¢cdo médica de um individuo (OMS,
2017). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, os testes diagndsticos devem ser precisos,
seguros, acessiveis, aceitaveis e validados por estudos clinicos (OMS, 2017). O diagndstico
consiste no processo de identificacdo da doenga ou condig¢dao de saude do individuo (OMS,
2017). Ja a deteccao envolve a triagem ou monitoramento de sinais da enfermidade antes do
aparecimento de sintomas clinicos claros. Para ambos sdo utilizados biomarcadores. (NHS,
2021).

Biomarcadores sao moléculas ou sinais capazes de detectar uma doenga, prognosticar,
determinar qual o tratamento a ser adotado, acompanhar a resposta terapéutica e proporcionar
uma melhor qualidade de vida ao paciente (KOHAAR et al., 2019). A selecdo de um
biomarcador depende da presenca e do estagio do tumor e das condi¢des do paciente. Segundo
Kohaar e colaboradores (2019), biomarcadores de triagem permitem a detecc¢ao precoce durante
o periodo assintomatico da doenca. Biomarcadores progndsticos preveem 0S riscos
relacionados a progressdao da doenga e os preditivos antecipam a resposta terapéutica. Devem
ser especificos, sensiveis, robustos, além de exigirem métodos ndo invasivos e apresentarem
uma relacdo custo-beneficio (SALCICCIA et al., 2021). A sensibilidade adequada ¢ necessaria
para detectar o cancer precocemente ou monitorar sua progressdo com precisdo. No entanto,
aumentar a sensibilidade pode resultar em maior taxa de falsos positivos, o que pode levar a
procedimentos invasivos desnecessarios e ansiedade nos pacientes. Por outro lado, uma alta
especificidade ¢ essencial para evitar falsos diagnésticos negativos. E fundamental encontrar
um equilibrio entre sensibilidade e especificidade (INCA, 2021).

A obtencdo de amostras de tecido tumoral também exige a discussdo de aspectos
logisticos e éticos. Em alguns casos, ndo ¢ possivel obter amostras diretamente do tumor ou
realizar bidpsias repetidas para monitorar a resposta ao tratamento. Nesses casos, a busca por
amostras alternativas, como fluidos corporais (sangue, urina, saliva), ¢ uma abordagem
promissora. Além disso, os altos custos associados ao desenvolvimento, validagdo e

disponibilidade comercial de testes podem limitar seu acesso em algumas regides ou sistemas
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de saude, criando desigualdades no atendimento aos pacientes, as quais necessitam ser
superadas (FORD e ETTINGER, 2014).

Por fim, a heterogeneidade, pluralidade, plasticidade e complexidade da doenca
dificultam a validagdo de marcadores assertivos, exigindo multiplos esforcos em uma maior
caracterizagdo e compreensdo de seus mecanismos moleculares. A confirmacdo clinica
demanda o estudo em diferentes populacdes de pacientes e em diferentes centros de pesquisa,
para que a confiabilidade dos resultados seja garantida (UHR et al., 2020). De fato, os
biomarcadores moleculares tém o potencial de revolucionar o diagndstico, tratamento e
prognostico do cancer. No entanto, ¢ importante reconhecer e abordar os desafios, de modo que
uma colaboracao continua entre pesquisadores, clinicos e empresas de biotecnologia é essencial

para superar esses obstaculos e estabelecer estratégias promissores de combate a doenca.

1.3.1. PS4

Dentre os biomarcadores relacionados ao CaP, o mais amplamente utilizado é o PSA,
sendo este uma serina protease codificada pelo gene KLK3 e produzida e secretada pelo epitélio
ductal e acinar de prostata. Essa protease tem como fungdo principal a liquefagdo do sémen,
causando a morte das células espermadticas pela degradagdo das proteinas semenogelina
(FERRO, et al. 2016). Dessa maneira, a concentragdo de PSA no sangue ¢ naturalmente baixa.
Em casos de CaP, o PSA auxilia na detec¢do, diagnostico e planejamento do tratamento. Para
diagnoéstico sdo consideradas duas isoformas: (i) o PSA total (tPSA), o qual estd ligado a
inibidores de proteases e (i1)) o PSA livre (fPSA ou proPSA) que ndo se encontra ligado a
complexos proteicos (KOHAAR, et al. 2019). A diferenca quantitativa entre os niveis de fPSA
e tPSA podem distinguir carcinoma de doenca inflamatéria benigna, uma vez que a menor
proporcao entre fPSA/tPSA caracteriza a doenga maligna (KOHAAR, et al, 2019). O teste
sérico Prostate Health Index (PHI) determina um Unico valor para PSA, fPSA e proPSA, com
maior especificidade para detec¢dao de CaP na faixa de PSA entre 4-10 ng/mL (BABAIJIDE et
al., 2021).

Contudo, um tnico marcador ndo ¢ suficiente para caracterizar a doenca. Nesse
contexto, estudos dedicados a identificacdo e caracterizagdo de biomarcadores para o CaP
permanecem relevantes e auxiliam na melhor compreensdao da promogao e progressao desses
tumores. Devido as semelhancas estruturais entre o PSA e outras KLKs, a peptidase 2
relacionada a calicreina humana (hK2) também tem sido analisada juntamente com tPSA, fPSA

e PSA intacto (iPSA). Esta ¢ uma forma ndo clivada internamente e comumente associada ao
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cancer (HONG, 2014). A pontuacdo 4K consiste em um teste sérico com o intuito de analisar
esses quatro marcadores, com significativa performance diagnostica (UHR et al. 2020). Em
revisdo, a investigagao feita por Darst e colaboradores (2020) indicaram que o painel 4K se
sobressai em relacdo ao tPSA e fPSA isolados, o que evidencia o potencial desse teste para

melhorar a triagem atual da doenca (DARST et al., 2020)

1.3.2. PSMA

O Antigeno de Membrana Especifico da Prostata (PSMA) consiste em uma proteina
transmembrana codificada pelo gene folato hidrolase 1 (FOLH1), descoberta pela primeira vez
em células prostaticas tumorais, mas também presente em outros canceres (UIJEN, 2021). Essa
proteina tem se destacado no CaP devido ao seu alto nivel de expressdo em células malignas,
relacionada a angiogénese, degradacao da matriz extracelular e transdu¢do de sinal via integrina
(UIJEN, 2021).

No estadiamento da doenca, o PSMA ¢ associado a tomografia por emissao de prétons
(PET)/tomografia computadorizada (CT), sendo uma estratégia de detecgdo por imagem
emergente no manejo de pacientes com CaP. PSMA PET/CT ¢ aplicada para confirmacao de
CaP oligometastatico oligorecorrente, além de ser uma ferramenta de avaliagdo de respostas a

terapia (FANTI, 2020).

1.3.3. PCA3

O Antigeno 3 do Cancer de Prostata (PCA3) ¢ um RNA ndo codificante superexpresso
em amostras de tecido de CaP, sendo um biomarcador detectado na urina coletada apds o TR
(YAMKAMON et al., 2020). Esse teste (Progensa PCA3) consiste na utilizagdo da Reagao em
Cadeia Polimerase (PCR) para detectar a expressao dos transcritos de PCA3 e PSA, de modo
que a razdo desses marcadores tem se destacado no diagnostico do CaP em relagdo aos niveis
séricos do PSA (YAMCAMOM et al., 2020; MATUSZCZAK et al., 2021). O PCA3 pode
controlar a expressao de genes regulados pelo AR por meio da modulagdo de co-reguladores
em células de CaP. Além disso, encontra-se relacionado com o processo de transi¢ao epitélio-
mesenquimal (EMT) e, portanto, com o avan¢o da doenga (GOULART, 2014).

Foi observado um aumento na expressao do gene PCA3 e uma diminui¢ao na expressao
da proteina PRUNE2 (homoélogo humano do gene Drosophila prune) (LAUER, 2023). Esse

comportamento ¢ explicado pela influéncia negativa que o PCA3 exerce sobre o gene supressor
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tumoral PRUNE2. A proteina PRUNE2 possui um dominio BCH que inibe a familia de
proteinas Rho, as quais estdo envolvidas na transformacdo celular, migracdo, metastase e
progressao do ciclo celular (LAUER, 2023). A supressao de PRUNE?2, portanto, resulta em uma
menor atividade desse gene, estando associado a um pior prognostico da doenca (BOZGEYIK

et al., 2022).

1.3.4. GSTM3

Polimorfismos genéticos sdo variagdes nas sequéncias de nucleotideos e encontram-se
relacionados a tumores, podendo, inclusive, comprometer a atividade enzimatica. As
Glutationas S-transferases (GSTs) sdo enzimas desintoxicantes de compostos quimicos, como
carcindgenos € quimioterapicos, compostas por proteinas citosélicas mitocondriais ou
microssomais e responsaveis pela catalisagdo da conjugacdo da glutationa. Polimorfismos
genéticos em seus genes codificantes tém sido associados ao aumento da susceptibilidade ao

CaP (WANG et al., 2020).

1.3.5. NETO?2

O gene NETO2 codifica para uma proteina denominada Neuropilina e Tolueno
(NETO?2) a qual possui os dominios CUB e LDLa, sendo associada ao desenvolvimento de
CaP. NETO? é considerada uma oncoproteina vital que contribui para a invasdo e metastase de

tumores solidos via ativagdo da PI3K/Akt (XU et al., 2021).

1.3.6. HPN

Hepsina (HPN) ¢ uma serina protease de membrana integral de tipo 2 considerada
importante na regulacdo do CaP, modulando a migragdo e invasdo de células transformadas
(HOL, 2010). Segundo Wahab e colaboradores, HPN causa desorganiza¢cdo na membrana basal,
permitindo que as células tumorais invadam o ambiente extracelular e promovam metastase

(WAHAB et al., 2022)

Tabela 1: tabela com os principais biomarcadores para CaP e suas caracteristicas, incluindo

funcdo, gene codificante, métodos de deteccao e relevancia clinica.
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Biomarcador Descricio e Gene Método de Relevancia no CaP Referéncias
Funciao Detecc¢ao
PSA Serina protease | KLK3 Teste sérico Auxilia na deteccao, FERRO et al., 2016;
que liquefaz o (tPSA, fPSA e | diagnostico e KOHAAR et al.,
semen, PHI) planejamento do 2019; BABAIJIDE et
produzida pelo tratamento al., 2021
epitélio
prostatico
PSMA Proteina FOLHI | Associado a Usado no estadiamento | UIJEN, 2021; FANTI,
transmembrana, exames de da doenga e na avaliacao | 2020
alta expressao image, como de resposta a terapia.
em células PET/CT
malignas (PSMA
PET/CT)
PCA3 RNA ndo PCA3 Teste de urina | Maior precisdo no YAMKAMON et al.,
codificante (Progensa diagnoéstico em relagdo | 2020;
superexpresso PCA3) ao PSA; relacionado a MATUSZCZAK et
em CaP. EMT e pior prognostico. | al., 2021; GOULART,
2014; LAUER, 2023;
BOZGEYIK et al.,
2022
GSTM3 Enzima GSTM3 | Analise Polimorfismos WANG et al., 2020
detoxificante genética associados ao aumento
que catalisa a (polimorfismos) | da susceptibilidade ao
conjugacao de CaP.
glutationa.
NETO2 Proteina NETO?2 | Expressao Considerada uma XU et al., 2021
envolvida na génica (QPCR, | oncoproteina vital no
invasdo e RNA-seq) desenvolvimento do
metastase de CaP.
tumores via
PI3K/Akt.
HPN Serina protease | HPN Expressao Desorganiza a HOL, 2010; WAHAB
que regula a génica e membrana basal, et al., 2022
migracao e proteica (qPCR, | facilitando a invasdo
invasao celular. Western blot, celular e metastase.
[HC)

1.3.2. Outros marcadores

Transcritos da fusdo entre o gene TMPRSS?2 (serino-protease transmembranica do tipo

2, 21922.3) com os genes codificadores de fatores ETS, ERG, ETV1, ETV4 ou ETVS5 foram

identificados no CaP. Dentre estas, a fusdio TMPRSS2:ERG tem se destacado, uma vez que

ERG ¢ considerado um oncogene responsavel por promover a proliferacio celular, controlar a
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diferenciagdo, estimular a angiogénese ¢ modular a inflamagdo e apoptose (WANG et al.,
2017). Além disso, a fusdo ¢ encontrada em cerca de 50% dos canceres prostaticos rastreados
por PSA (TOMLINS et al., 2005).

Os genes Homeobox C6 (HOXC6), Homeobox C4 (HOXC4) e Homeobox 1 sem distal
(DLXI) oferecem melhor compreensdo dos mecanismos desenvolvimento do CaP. Membros
da familia de genes HOXC possuem expressao baixa ou inexistente em tecido prostatico normal,
de modo que sua superexpressao ¢ comumente associada a malignidade (LUO e FARNHAM,
2020; JUNG et al., 2020). O gene DLXI, por sua vez, ¢ relacionado com a viabilidade e
migracgdo de células cancerosas (TAN et al., 2021) e codifica para uma proteina de ligagdo a j3-
catenina que, quando superexpressa, ativa a sinalizacao - catenina/TCF. O ensaio SelectMDx
consiste em um teste molecular realizado em urina para quantificar a expressao de mRNA dos
genes HOXC6 e DLX1 (HENDRICK et al., 2021). Além disso, esse ensaio se mostrou sensivel
para detectar CaP avangado (KOHAAR et al., 2019; HENDRICK et al., 2021).

Portanto, compreender as vias moleculares do CaP permite a definicdo de marcadores
clinicamente relevantes, capazes de direcionar o manejo clinico. Os ensaios até entdo
disponiveis apresentam limitagdes, o que determina a constante necessidade de se caracterizar
novos alvos. O diagnostico precoce € preponderante para a cura e estudos tém demonstrado
uma reducdo significativa na taxa de mortalidade de pacientes quando agdes voltadas para a
prevencao primaria sdo adotadas. No caso de CaP, a prevencao primdria consiste em um estilo
de vida mais saudavel, como alimentacdo equilibrada, pratica continua de exercicios fisicos,
manutencdo do peso adequado e evitar o consumo de alcool e cigarro (PINTO e SEGURA,
2006). Nesse cenario, biomarcadores antecipam o fendtipo maligno e sdo, de fato,

revolucionarios na area da saude, sobretudo na oncologia.

1.3.3. As ferramentas Omicas

Segundo o National Cancer Institute o The Cancer Genome Atlas (TCGA) ¢ um
consorcio mundial voltado para a caracterizagdo molecular de tumores. Atualmente, conta com
milhares de anélises depositadas de cerca de 33 tipos de cancer. O programa iniciou em 2005,
com a unido de esfor¢os do Instituto Nacional de Cancer e o Instituto Nacional de Pesquisa do
Genoma Humano, contando com diferentes pesquisadores. Por 12 anos, o TCGA gerou 2.5
petabytes de dados de gendmica, epigendmica, transcriptomica e protedmica que auxiliam na

compreensdo da doenga. Assim, permite um aprofundamento nas caracterizagcdes moleculares,
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equidade de acesso aos dados, refinamento computacional e evolucdo das estratégias de analises
(NATIONAL CENTER INSTITUTE, 2024).

O Narional Center Institute demonstra que o TCGA emerge como um catalisador
significativo de progresso na pesquisa oncologica, representando ndo apenas um recurso
precioso, mas também um legado de colaboragao (NATIONAL CENTER INSTITUTE, 2024).
Essa ferramenta ¢ a maior base de dados genomicos de cancer, sendo essencial para a pesquisa
oncologica. A analise dos dados do TCGA ¢ crucial para entender os mecanismos moleculares
do cancer e explorar novas estratégias terapéuticas. Esse repositorio abrangente possibilita a
identificagdo de novos alvos terapéuticos, aprimora o diagnostico precoce e melhora a avaliagao
clinica dos tumores. Entre as novas abordagens, o estudo das long non-coding RNAs (IncRNAs)
se destaca pelo seu potencial terapéutico significativo. Assim, o TCGA ndo s6 avanga o
conhecimento sobre a biologia do cincer, mas também abre caminho para intervengdes

terapéuticas mais eficazes e personalizadas (HUANG et al., 2021).

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Estabelecer o perfil diagnostico de novos marcadores moleculares para o CaP.

2.2.  Objetivos especificos

(i) comparar os niveis transcricionais dos genes KLK3, AR, HPN, GSTM3, NETO2,
PRUNE?2, FOLHI e PCA3 utilizando dados disponiveis no TCGA para individuos com CaP;

(i1) analisar a correlacdo dos marcadores e estabelecer a melhor combinagdo para o
diagnostico de CaP;

(ii1) detectar e quantificar os niveis transcricionais de diferentes alvos em amostras de
sangue de pacientes com CaP e individuos saudaveis;

(iv) avaliar a sensibilidade e especificidade dos biomarcadores;

(v) explorar o potencial de biomarcadores como ferramentas para o diagnostico de CaP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Acesso ao TCGA

A expressdo dos genes KLK3, AR, HPN, GSTM3, NETO2, PRUNE2, FOLHI ¢ PCA3
foi inicialmente avaliada a partir dos dados disponiveis no TCGA (https://portal.
gdc.cancer.gov/), os quais consistem em arquivos de RNA-seq - versdo 2 (Illumina Hi-Seq).
Foram selecionadas amostras de tecidos com CaP (n =461) ou ndo-tumoais adjacentes (n = 51)
acessados em janeiro de 2023. Cada perfil de expressao génica (contagem de tags por gene) foi
normalizado para leituras por kilobase de exon por milhdo de leituras de sequéncia mapeada
(RPKM), de acordo com o tamanho do CDS e contagem de tags inteiras usando a férmula (109
*C)/(N*L), em que 109 ¢ um fator de corre¢do, C ¢ o numero de leituras que correspondem a
um gene, N € o total de tags mapeaveis no experimento e L ¢ o tamanho do CDS (MORTAZAVI
et al., 2008).

3.2.  Anailises por qPCR

3.2.1. Grupo de estudo

Foram utilizadas, nesse estudo, amostras de sangue periférico de 22 individuos, sendo
10 diagnosticados com CaP e 12 de voluntarios saudaveis. Para os pacientes com CaP, foram
incluidos homens que nao tinham sido submetidos a quimioterapia pré-operatoria, radiacdo ou
terapia hormonal. Estes foram classificados de acordo com parametros clinicos e laboratoriais.

A idade média dos participantes foi de 65,14 anos (variagao de 59 a 74 anos) para o
grupo CaP e de 42,5 anos (variagdo de 22 a 63 anos) para os individuos saudaveis. Considerando
os aspetos histopatoldgicos dos tumores, os pacientes apresentaram TNM T1 (14,28%), T2
(28,57%) e T3 (57,15%). A graduagao histoldgica de acordo com o escore de Gleason foi
agrupada em Gleason > 7 (60%) e Gleason < 7 (40%). Os niveis séricos médios de tPSA para
os pacientes com CaP foram 9,44 (+ 7,43, faixa de 4,5 a 21,1). Todos os procedimentos foram
consentidos, sendo este estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa na Universidade

Federal de Uberlandia, sob o numero 4.100.044/2020.
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3.2.2. Isolamento do RNA e sintese de cDNA

O isolamento do RNA total do sangue periférico das amostras foi realizado conforme
protocolo previamente publicado (NEVES et al., 2012). O material extraido foi avaliado
quantitativamente e qualitativamente por espectrofotometria, nos comprimentos de 260 e 280
nm. Além disso, a qualidade do RNA foi observada em gel de agarose 1,5%, submetido a 100
volts por 1 hora em tampao TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,3 e 1 mM EDTA) 0,5 X e
visualizado com GelRed 1X (Biotium). O RNA total foi mantido a -80 °C até as analises

subsequentes.

Para a transcri¢ao reversa, ou sintese de cDNA, foi utilizado 1 pg de RNA total, 10 U
de inibidor de RNase (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Invitrogen), 1X de Tampao da MMLV-
RT (Invitrogen), 200 uM de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP-Invitrogen) e 126 pmoles de
oligonucleotideos hexdmeros como primers randdmicos em um volume final de 20 pl que foi
completado com agua tratada com DEPC. A solugdo foi incubada a 37°C por 1 hora, em

seguida, aquecida a 95°C por 5 minutos e, em seguida, armazenada a -20 °C.

3.2.3. PCR quantitativa

As reagdes para qPCR foram preparadas utilizando o kit PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, EUA), contendo 2 pl de cDNA, 5 ul de Mix 2x qPCR
(Thermo Fisher Scientific, EUA), 0,5 uM dos oligonucleotideos para os genes GSTM3, NETO?2
e HPN (Tabela 1) e 4gua ultrapura para um volume final de 10 pL. A amplificagdo foi conduzida
em termociclador QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher, EUA). A ciclagem
incluiu o aquecimento a 95°C por 10 min seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 s e 60 °C por 1
min. Os dados foram analisados utilizando o software QuantStudio™ Design & Analysis
Software v1.4.3 (Thermo Fisher Scientific, EUA), sendo confirmada a especificidade dos
primers pela analise da curva de dissociagdo e os transcritos quantificados pelo método Cq

comparativo utilizando o gene de referéncia B-2-microglobulina (B2M).

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para a quantificagdo transcricional por qPCR.
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Gene Primer sense Primer antisense Amplicon
(5°-3) (5°-3) (pb)
p2M CCTGCCGTGTGAACCATGT GCGGCATCTTCAAACCTCC 94
GSTM3 ACTGGGATATTCGTGGGCTG CGCAAGATGGCATTGCTCT 214
NETO2 CGAACCAGCAATGGAGGT TTCTTTGACGTGGAGCAG 102
HPN CCGCCATCTGCCAAGACT CCCACAGAGGTGTGCTCCAT 128
3.3.  Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPrism versao 9.0
(GraphPad Software, EUA). Primeiramente foi realizada a analise de componentes principais,
a qual compara varidveis e determina a variabilidade de cada parte presente nos dados. Na
pesquisa, a analise de componentes principais foi feita para determinar a contribui¢do de cada
marcador. O teste Shapiro-Wilk foi conduzidos para verificar a distribui¢do das amostras. As
diferengas dos niveis transcricionais entre os grupos de estudo foram, entdo, estabelecidas pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. O poder discriminatério foi estimado pela curva ROC
(Receiver Operating Characteristic). A area sob a curva (AUC) definiu a eficacia do marcador.
Um limite de deteccdo foi estimado de acordo com as diferengcas maximas entre os grupos em
suas medianas e percentis. Esses limites foram utilizados para calcular os valores de odds ratio
(OR). Em todas andlises foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.
Para determinar a correlacdo entre dois marcadores foi construida uma matriz de correlagao
linear, permitindo analisar a correlagdo dos dados dos marcadores e identificar padrdes entre

multiplos marcadores a0 mesmo tempo.

4. RESULTADOS

Para avaliar o perfil discriminatorio dos marcadores, os dados do TCGA, disponiveis
gratuitamente, foram, inicialmente, utilizados. Uma primeira analise de componentes principais
(PCA) permitiu a identificacdo de padrdes nos dados, relevando a contribuicdo de cada
marcador para a condi¢do do paciente (tumor ou ndo-tumor) (Figura 3). Considerando a escala
de contribuicdo e o diagnostico separadamente, observa-se que, nos tecidos com CaP, o

marcador que menos contribuiu para essa condi¢ao foi o gene PCA3. Nos tecidos ndo-tumorais
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tanto PCA3 quanto KLK3 e GSTM3 ndo se mostraram relevantes. J& os genes HPN e NETO?2
divergiram no comportamento entre as duas amostras, contribuindo de maneira expressiva para

a determinag¢do da condi¢ao das amostras.

Figura 3: Andlise dos componentes principais para os niveis de expressao dos genes KLK3, AR,
GSTM3, NETOZ2, HPN, PRUNE2, FOLHI e PCA3 conforme dados obtidos do TCGA de

amostras de tecido de pacientes com cancer de prostata e ndo tumoral adjacente.
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Posteriormente, os niveis de expressdo dos marcadores foram comparados entre as duas
amostras (tumoral e ndo-tumoral), a fim de se estabelecer o perfil diagndstico de cada gene.
Observou-se que somente os transcritos de AR ndo diferenciaram os tecidos (Figura 4). Além
disso, apenas os niveis de mRNA de GSM73 em amostras de CaP apresentaram niveis

reduzidos, enquanto os demais se mostraram superexpressos.

Figura 4: Niveis relativos dos transcritos dos genes KLK3, AR, HPN, GSTM3, NETO?2,
PRUNE?2, FOLHI e PCA3 em amostras de tecido com cancer de prostata (CaP) e ndo tumorais
adjacentes (NT) obtidas do TCGA.
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A curva ROC foi, entdo, gerada para avaliar a habilidade diagndstica dos transcritos
para CaP (Figura 5). Destacaram-se, nessa analise, os genes HPN, GSTM3 e NETO2, todos com
AUC > 90 (p < 0,05), indicando expressiva capacidade diagnostica. Atualmente, os niveis
séricos de PSA, codificados pelo gene KLK3, sdo utilizados na pratica clinica, contudo, seus
transcritos exibiram uma AUC = 0,67 (p < 0,05), o que ndo representa uma capacidade
diagnostica ideal para os grupos avaliados. Novamente, o AR foi o menos relevante, com AUC

= 0,60 (p <0,05). O potencial diagnodstico de PCA3 também foi expressivo, com AUC = 0,87
(p <0,05).

Figura 5: Curva ROC relativa aos niveis de expressao dos genes KLK3, AR, HPN, GSTM3,
NETO2, PRUNE2, FOLHI e PCA3 para avaliacdo diagnoéstica de tecidos com cancer de
prostata em relacdo ao nao tumoral adjacente utilizando dados disponiveis no TCGA. A érea

sob a curva (AUC) também ¢ apresentada.
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Com o objetivo de compreender a relagdo entre dois marcadores simultaneamente, foi

estabelecida uma matriz de correlagdo (Tabela 3). Essa andlise permitiu investigar como as

variaveis estdo inter-relacionadas, analisando associagdes ou dependéncias entre os genes

avaliados no estudo. Foram identificadas correlacdes significativas entre alguns dos

marcadores, destacando padrdes associados que podem ser relevantes para entender melhor o

contexto biologico ou clinico do CaP. Notavelmente, foi observada correlacdo positiva entre os

genes KLK3 e HPN (r = 0,3940) e uma correlacdo negativa entre os genes GSTM3 e NETO? (r

=-0,3045).

Tabela 3: Matriz de correlagdo linear entre os transcritos dos genes KLK3, AR, HPN, GSTM3,
NETOZ2, PRUNE?2, FOLHI e PCA3 utilizando dados do TCGA referentes a tecidos com cancer

de prostata.
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KLK3 AR GSTM3 NETO2 HPN PRUNE2 FOLHI1 PCA3 y
KLK3 1 -0,2336  -0,0308 -0,1858 0,3940 -0,1147 0,2383  -0,0646  -0,0039
AR -0,2336 1 -0,2110 0,3253 -0,1608  0,3298 0,1455 0,0271  -0,0197
GSTM3 -0,0308  -0,2110 1 -0,3045 -0,3508  -0,0213  -0,2623  -0,0797  0,0085
NETO2 -0,1858  0,3253  -0,3045 1 0,1700  0,0748 0,2252 0,0131 0,0585
HPN 0,3940  -0,1608 -0,3508 0,1700 1 -0,2137  0,1711  -0,0238  -0,0009
PRUNE2 -0,1147  0,3298  -0,0213 0,0748 -0,2137 1 0,0632 0,0008  -0,0526
FOLH1 0,2383 0,1455  -0,2623 0,2252 0,1711 0,0632 1 -0,0621  -0,0117
PCA3 -0,0646  0,0271  -0,0797 0,0131 -0,0238  0,0008  -0,0621 1 -0,0843

y -0,0039  -0,0197  0,0085 0,0585 -0,0009  -0,0526 -0,0117 -0,0843 1

Para os dados do TCGA, também foi calculado o OR para avaliar a associacdo entre a
expressao dos genes HPN, GSTM3, NETOZ2 e PCA3 e o risco de CaP. Foram escolhidos apenas
esses quatro genes em fungdo dos valores de AUC, conforme Tabela 4. Incialmente, foi
estabelecido um limite de deteccdo (cut-off), categorizando as amostras. Os resultados
mostraram dados estatisticamente significantes, com p < 0,0001, indicando que as variagdes na
expressdo desses genes ndo sdo aleatorias. Individualmente, o HPN foi o marcador cuja
superexpressdo aumentou de forma expressiva a chance de desenvolver a doenca, com
sensibilidade de 85,0%, especificidade de 94,1% e razao de verossimilhanga de 14,4. Nas
combinagdes dos marcadores, quando HPN foi associado ao PCA3, nenhum tecido ndo tumoral
foi positivo. Adicionalmente, a alta expressao de HPN e NETO? foi fortemente associada a um
aumento significativo no risco de CaP (OR = 163,2). Esses achados sugerem que os transcritos
desses genes, especialmente de HPN, sdo potencialmente relevantes na andalise de risco da

doenga.

Tabela 4: Perfil diagnostico dos transcritos dos genes HPN, GSTM3, NETOZ2 e PCA3 para o

cancer de prostata utilizando dados do TCGA de tecidos tumorais € ndo-tumorais adjacentes.
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Marcador Numero de pacientes Odds  (95% CI) p RR Sens. Espec. VPP VPN Probabilidade
molecular ratio (%) (%) (%) (%)
(cut-off)
Tumor Nao-
(%) tumor
(%)
PCA3 (>20.18) 264/375 5/51 219 8.606-51.89 < 14 704 902 981 293 72
(70.4) (9.8) 0.0001
HPN (>78.51) 424/499 3/51 90.4 28.39-280.6 < 1.6 850 941 993 390 14.4
(85.0) (6.0) 0.0001
GSTM3 (< 16.54) 434/499 10/51 274 13.14-5487 < 1.6 870 804 978 387 4.4
(87.0) (19.6) 0.0001
NETO2 (> 0.4404)  431/499 5/51 583 2239-1385 < 1.7 864 902 988 404 8.8
(86.4) (9.8) 0.0001
PCA3+HPN 226/375 0/51 ND 26.68- o < 13 603 1000 100.0 25.5 ND
(60.3) (0.0) 0.0001
PCA3+GSTM3 228/375 2/51 380 10.23-160.5 < 13 608 961 99.1 25.0 155
(60.8) (3.9) 0.0001
PCA3+NETO2 229/375 1/51 784  14.05-799.8 < 13 61.1 980 99.6 255 31.14
(61.1) (2.0) 0.0001
HPN+GSTM3 376/499 2/51 749 20.17-3157 < 14 754 961 995 285 19.2
(75.4) (3.9) 0.0001
HPN+NETO?2 382/499 1/51 163.2  29.21- 1662 < 14 766 980 99.7 30.0 39.0
(76.6) (2.0 0.0001
GSTM3+NETO?2 388/499 4/51 41.1 1545-1079 < 1.4 778 922  99.0 30.0 9.9
(77.8) (7.8) 0.0001

RR: risco relativo; Sens. (sensibilidade); Espec. (especificidade); VPP (valor preditivo
positivo); VPN (valor preditivo negativo).

Por fim, foi extraido o RNA total de amostras de sangue de pacientes com CaP e
voluntarios sauddveis e conduzida a transcri¢do reversa seguida de ensaios de qPCR para a
quantificagdo dos transcritos de HPN, GSTM3 ¢ NETO2, os mais relevantes nas analises com
os dados de TCGA. Nas amostras de sangue e utilizando outra metodologia, todos os transcritos
se mostraram superexpressos nos voluntarios saudaveis, quando comparados aos individuos
com CaP. Novamente, a AUC apresentou valores acima de 0,90, reiterando o potencial

diagnostico desses marcadores (Figura 6).

Figura 6: Padrdo de expressdo dos marcadores avaliado por gPCR em amostras de sangue de
pacientes com cancer de prostata (CaP) e voluntarios saudaveis (controle). (A) Transcritos do

gene HPN. (B) Transcritos do gene GSTM3. (C) Transcritos do gene NETO2.
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5, DISCUSSAO

O CaP ¢ uma doenga maligna que atinge um expressivo numero de homens em todo o
mundo, apresentando um amplo espectro clinico, com casos tanto de evolugdo lenta quanto
agressivamente letais. Os atuais métodos de diagnostico sdo limitados, sendo o PSA o
biomarcador mais amplamente utilizado, mas com apenas de 20 a 40% de acuracia. Nesse
cenario, a descoberta de novos marcadores € necessaria, pois permite uma melhor compreensao
das caracteristicas biologicas malignas do CaP que, quando integrados as ferramentas atuais,

possibilitam um avango na identificagdo de grupos de risco e orientam as decisdes de tratamento
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(CHEN, et al; 2023). Assim, o presente estou objetivou estabelecer o perfil diagnostico dos
genes KLK3, AR, HPN, GSTM3, NETO2, PRUNE?2, FOLHI ¢ PCA3 em amostras de tecido
com CaP e nao tumorais adjacentes obtidas de bancos de dados, validando os mais promissores
em ensaios de qPCR a partir do RNA total extraido do sangue de pacientes com a doenga e
voluntarios saudaveis.

Os genes KLK3, AR, PRUNE2, FOLHI e PCA3 ja sdo amplamente descritos na
literatura cientifica. O KLK3 codifica para o PSA, o qual ¢ detectado no sangue para diagnostico
precoce e monitoramento da doenga, com limitagdes, incluindo o risco de falsos negativos (LIN
et al., 2021). Além disso, o uso indiscriminado de PSA pode levar ao sobrediagndstico e
tratamento de canceres indolentes, os quais ndo causariam problemas ao longo da vida do
paciente (LIN et al., 2020). O AR desempenha um papel fundamental na regulacdo do
crescimento e diferenciacao celular da prostata, alterando sua expressao e funcionamento no
CaP. Nesse aspecto, ¢ utilizado na gestdo da doenga, permitindo o ajuste de estratégias
terapéuticas (CULIN e PUHR, 2024; OZTURAN et al., 2022). O PRUNE?2 é um gene supressor
tumoral envolvido na regulacdo da proliferagdo celular no CaP, que, quando interage com o
PCA3, tem sua sequéncia editada por adenosina desaminases (ADAR). No entanto, o
diagnéstico baseado em PRUNE? enfrenta limitagdes, incluindo a complexidade da regulacao
com PCA3, a variabilidade de expressdo entre os pacientes e tipos de células e a necessidade
de técnicas avangadas para deteccdo e analise (SALAMEH, et al; 2015). O PCA3, por sua vez,
além de guiar a edicdo de PRUNE?2, ¢ um IncRNA superexpresso em mais de 90% dos tumores
prostaticos (DUFFY, 2020). Embora o PCA3 tenha uma sensibilidade de 65% e uma
especificidade de 73%, sua eficacia em prever a gravidade da doenga ¢ limitada (BOEHM et
al., 2023) (DUFFY, 2020). Finalmente, O FOLH1I, gene codificante para a proteina PSMA,
possui papel teranostico fundamental no CaP avancado, utilizado em exames de imagem
(SAYAR et al., 2023). Entretanto, a expressdo heterogénea de PSMA entre diferentes sitios
metastaticos e dentro das proprias lesdes pode comprometer a precisdo diagnostica, resultando
em subestadiamento e falhas na deteccdo completa de todos os sitios tumorais (SAYAR et al.,
2023).

O presente estudo partiu de dados disponiveis no TCGA, um projeto colaborativo de
acesso aberto, com dados gendmicos, transcriptomicos e epigendmicos de pacientes com
cancer, que viabiliza uma investigacao abrangente de perfis moleculares e o desenvolvimento
de estratégias diagnoésticas e terapéuticas mais precisas e personalizadas (NATIONAL
CENTER INSTITUTE, 2024). Foram utilizadas as informagdes relativas a expressdo dos

marcadores em tecido tumoral e ndo tumoral adjacente. Essa abordagem tem se mostrado
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fundamental na compreensdao do comportamento bioloégico de CaP, uma vez que amplia a
avaliagdo para margens cirirgicas, um aspecto critico no manejo clinico de tumores solidos,
pois margens cirurgicas positivas, caracterizadas pelas presencas das células malignas nas
bordas do tecido removido, estao associadas a um aumento de risco de recorréncia (BRANDY
et al.,, 2021). Adicionalmente, a andlise de niveis de expressdo génica ¢ uma ferramenta
poderosa na gestdo de tumores, permitindo a personalizacdo do tratamento e, potencialmente,
melhorando os desfechos clinicos (BRANDY et al., 2021; GIAMPIERI et al., 2022).

Diante de tantos dados, foi, inicialmente, conduzida a analise de componentes
principais, a qual revelou padrdes distintos de expressao dos genes avaliados. Esta ¢ uma técnica
estatistica multivariada amplamente utilizada na area da saude, incluindo o estudo de dados de
expressdo génica. O teste realiza a decomposi¢do de um conjunto de variaveis correlacionadas
em componentes principais, organizadas por ordem decrescente de variancia. Esse tratamento
nao apenas reduz a dimensionalidade dos dados ao eliminar componentes menos importantes,
mas também facilita o desenvolvimento de modelos e permite calcular a contribuicao de cada
fator nos dados coletados (ZHANG, 2023). Assim, nos resultados desse estudo, a analise
proporcionou uma visdo dos padrdes subjacentes a quantificagdo dos transcritos, identificando
a contribuicao de cada marcador.

Para as condi¢des analisadas, o gene PCA3 foi o que menos contribuiu para o
diagnéstico, apesar de ser um biomarcador valioso para o CaP, especialmente quando
comparado com o PSA sérico e o exame de toque retal (BOEHM et al., 2023). Como a analise
de componentes principais considera o comportamento dos marcadores em conjunto, sugerimos
que a baixa relevancia do PCA3 tenha ocorrido quando considerado juntamente com o0s
transcritos dos demais genes e, portanto, seja necessaria sua analise separadamente, ou
associados a poucos marcadores. Interessantemente, os genes HPN e NETO2 apresentaram
comportamentos distintos entre as tecidos tumorais e ndo-tumorais, destacando-se como
importantes na determina¢ao do estado do paciente. Essa divergéncia sugere que esses genes
podem desempenhar papéis importantes nos mecanismos moleculares do CaP, influenciando
diretamente o fendtipo da doencga, especialmente no que diz respeito ao comprometimento de
margens cirargicas. De fato, diferentes perfis de expressdo génica podem fornecer
caracteristicas especificas do tumor, permitindo a classificagdo do risco e planejamento de
tratamento personalizado.

Os transcritos foram, entdo, comparados separadamente e apenas a expressao do gene
AR ndo diferiu entre os grupos de estudo. De fato, a expressdo da proteina AR exerce uma

influéncia dindmica complexa no microambiente estromal da prostata. Durante o
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desenvolvimento normal, as células estromais exibem niveis elevados de AR, enquanto sua
expressao nas células epiteliais € inicialmente minima, aumentando conforme a progressao para
o cancer. J4 no avango da doenca, ha uma reducao gradual na expressao estromal de AR,
especialmente em amostras metastaticas, correlacionando-se com um progndstico desfavoravel
(SUN et al., 2021). Portanto, a andlise apenas de seus transcritos ndo revela seu real papel
desempenhado na doenga. Além disso, 0 AR ¢ um fator de transcricdo que regula outros genes
como KLK2, KLK3 ¢ ACPP (fosfatase acida prostatica), essenciais para a regulacdo hormonal
e progressao do tumor, o que evidencia a necessidade de se avaliar genes downstream ao AR.
Assim, quantificamos a expressdo de KLK3, que diferiu entre os grupos, mas com potencial
diagnostico restrito conforme os dados da curva ROC. Esta ¢ uma técnica utilizada para avaliar
o desempenho de testes diagndsticos de forma binaria. Permite visualizar como diferentes
pontos de corte afetam a sensibilidade e especificidade, oferecendo uma avaliagcdo abrangente
de capacidade de um teste em distinguir entre resultados normais e anormais,
independentemente da prevaléncia da doenga na populagdo estudada (NAHM, 2022).
Conforme os resultados aqui apresentados, a curva ROC para os dados do TCGA
revelou eficacia diagnostica dos transcritos dos HPN, GSTM3 e NETO2, os quais demonstraram
uma AUC > 0,90. A AUC quantifica a capacidade do teste diagnostico em discriminar entre
individuos com ou sem condi¢do-alvo, variando de 0 a 1. Um valor de 1 indica performance
perfeita, enquanto um valor 0,5 sugere uma performance semelhante ao acaso (SIMON et al.,
2001). O PCA3, nesse momento avaliado individualmente, apresentou AUC = 0,87, como
esperado diante de seu comportamento ja descrito no CaP (MENSAH et al., 2022).
Paralelamente, foi realizado o teste de OR, o qual determina a forga da associagdo entre
um fator de risco ou exposi¢do e um desfecho de interesse. Essa andlise compara a
probabilidade de um evento ocorrer em um grupo exposto versus um grupo nao exposto. Um
OR maior que 1 indica uma associagdo positiva, sugerindo que a exposi¢do aumenta o risco do
evento (SIMON, 2001). E uma ferramenta diagndstica importante, pois além dos dados de
sensibilidade e especificidade, apresenta informagdes sobre risco relativo, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo e razao de verossimilhanga. Notavelmente, a superexpressao
dos transcritos dos genes HPN, GSTM3, NETO2 e PCA3 aumentou o risco de CaP,
especialmente os genes HPN e NETO2. De fato, a sensibilidade de 85,0% e especificidade de
94,1% para HPN destacaram-se na avaliacdo da precisdo diagndstica. A alta sensibilidade
indica a capacidade do teste de identificar corretamente os casos de CaP, enquanto a
especificidade aponta sua habilidade em excluir corretamente individuos sem a doenga. Esses

valores resultam em um valor preditivo positivo (VPP) elevado, indicando que um resultado
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positivo para HPN esta fortemente associado a presenca da doenga. Por outro lado, a alta
especificidade do HPN também contribui para um valor preditivo negativo (VPN) confiavel,
garantindo que um resultado negativo seja altamente indicativo da auséncia da lesdo,
minimizando falsos positivos e reduzindo a necessidade de procedimentos invasivos adicionais,
como biopsias. Importante salientar o OR de 163,2 para HPN e NETO?2. Esse valor indica uma
associacgdo altamente significativa entre a superexpressao desses genes e o aumento do risco de
CaP, sugerindo que a alta expressdo de ambos aumenta substancialmente a chance de
desenvolver a doenga, evidenciando a importancia dessa combinagdo de marcadores na busca
de ferramentas mais robustas e aplicaveis na pratica clinica.

Em estudo prévio e em consonancia com nossos achados, Lu e colaboradores (2022)
observaram que o HPN ¢ superexpresso no CaP e associado a um tempo de sobrevivéncia mais
curto na doenga (LU et al., 2022). Koistinen e colaboradores (2023) também evidenciaram que
0 HPN se encontra superexpresso em células de CaP e associado com uma doenga mais grave.
Além disso, o HPN ¢ regulado por androgénios, sugerindo sua possivel aplicacdo como
marcador preditivo de resposta a terapias hormonais (KOISTINEN et al., 2023). Quanto ao
NETO2, estudos ja publicados demonstraram um aumento significativo de sua expressao em
amostras de CaP, também associada a estagios avancados da doenga, maior invasdo tumoral e
pior progndstico. Além disso, NETOZ2 tem sido implicado na regulacdo de vias de sinalizacao
celular chave, como Wnt, TGF-B, STAT, MAPK e PI3K-Akt, todas associadas a carcinogénese
(FEDOROVA et al., 2020). Adicionalmente, Sun e colaboradores associou a expressdo de
transcritos de NETO2 e outros genes e demonstrou uma capacidade robusta na predi¢do da
sobrevida livre de recidiva bioquimica em pacientes com CaP (SUN et al., 2021).

Finalmente, ensaios de qPCR foram realizados para os transcritos de HPN, GSTM3 e
NETO2 em amostras de sangue de pacientes com CaP e voluntarios saudaveis. A AUC,
novamente, apresentou valores superiores a 0,90, reiterando a alta capacidade discriminatoria
dos marcadores estudados. O GSTM3 tem demonstrado um papel multifacetado em diferentes
tipos de cancer. Especificamente no CaP, o GSTM3 foi associado a um aumento no risco da
doenca quando polimorfismos genéticos estdo presentes (WANG et al; 2020).

Nossos resultados mostraram um perfil de expressdo diferente entre os dados do TCGA
e os de qPCR, com HPN e NETO?2 apresentando niveis reduzidos de expressao nos individuos
com CaP quando analisados por qPCR. A principal diferenca metodologica entre 0o TCGA e a
qPCR reside nas amostras utilizadas e nas técnicas analiticas empregadas. O TCGA utiliza
amostras de tecido tumoral, proporcionando uma visao direta e abrangente da expressao génica

associada a atividade na lesdo e seu microambiente. Em contraste, na qPCR foram utilizadas
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amostras de sangue, o que avalia a expressdo de marcadores na presenca de outras células e
moléculas circulantes (RAJKUMAR et al., 2015). Assim, a qPCR fornece uma abordagem
menos invasiva, mas potencialmente menos sensivel. Além disso, enfrenta desafios ao
processamento ¢ degradacdo do material (FEDOROVA et al; 2020). Metodologicamente, o
TCGA utiliza sequenciamento de RNA para fornecer uma visao abrangente da expressao
génica, capturando tanto transcritos abundantes quanto raros. Por outro lado, a qPCR foca em
transcritos especificos, o que pode resultar em uma subestimacdao da expressdo de
biomarcadores de interesse. Contudo, nosso estudo ¢ limitado quanto ao niumero de amostras
analisadas por qPCR. Portanto, analises adicionais em diferentes cohorts sdo necessarias para

validar os dados aqui apresentados.

6. CONCLUSAO

Com o objetivo de delinear um perfil molecular diagnostico para o CaP, o presente
estudo utilizou dados do TCGA e identificou padrdes de expressdo génica que diferem
significativamente entre tecidos tumorais e ndo-tumorais, destacando-se os genes HPN, GSTM3
e NETO2. A analise de componentes principais confirmou a importancia desses genes na
discriminagao do estado clinico dos pacientes, enquanto a comparag¢ao de transcritos evidenciou
sua relevancia diagndstica, com AUC > 0,90 na curva ROC. Esses resultados indicam que os
genes possuem alta capacidade discriminatdria. Além disso, a superexpressdao dos transcritos
de HPN e NETOZ2 mostrou odds ratio elevado, evidenciando uma associagdo significativa com
o aumento de risco de CaP. A combinacdo desses marcadores proporciona uma ferramenta
robusta para a identificacdo de casos positivos, reduzindo a incidéncia de falsos positivos e
falsos negativos. A implementacdo desses achados na pratica clinica pode aprimorar
significativamente a triagem e o diagndstico precoce de CaP, oferecendo uma abordagem mais
precisa e menos invasiva em comparagdo aos métodos tradicionais.

Em amostras de sangue de pacientes com CaP e voluntarios saudaveis analisadas por
gqPCR, HPN, GSTM3 e NETO2 mantiveram sua capacidade discriminatoéria, mas com
comportamento diferente comparado ao TCGA. Apesar da necessidade de analises adicionais

de qPCR em cohort mais numerosa, a integra¢do desses biomarcadores no protocolo
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diagnostico do CaP pode revolucionar a pratica clinica. De fato, compreender essas associagdes
pode ser fundamental para o desenvolvimento de estratégias diagnosticas mais precisas, bem
como para a identificacao de alvos terap€uticos mais eficazes, alinhadas com as especificidades
biologicas observadas.

Os resultados obtidos nesse estudo proporcionam uma maior compreensdo do
potencial diagndstico dos marcadores moleculares investigados, o que ndo apenas enriquece
nossa compreensao das interagdes entre os marcadores, mas também oferece insights
importantes para futuras investigagdes clinicas. A andlise detalhada desses marcadores pode
potencialmente transformar a pratica clinica, oferecendo novas estratégias para diagnostico
precoce, estratificagdo de risco e desenvolvimento de terapias mais personalizadas e eficazes

para pacientes com CaP.
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