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RESUMO

As doencas da préstata atingem cerca de 80% dos homens com idade superior a 50
anos, o que equivale a 14 milhGes de brasileiros. Dentre elas, estdo os tumores da préstata,
classificados em hiperplasia prostatica benigna (HPB) e cancer de préstata (CaP), que sao
alterag6es do controle de crescimento das células prostaticas. Diversas alteragbes celulares
tém sido propostas para explicar essas alteracdes de crescimento. Dentre estas, a expressao
de variantes do receptor de androgénios (AR-Vs) parece ter papel fundamental. Entretanto, o
exato mecanismo pelo qual as AR-Vs participam da fisiopatologia da HBP e do CaP hormonio-
sensivel necessita ser melhor elucidado. O objetivo do presente trabalho foi identificar a
presenca das AR-Vs no tecido benigno de HPB e no carcinoma horménio-sensivel e avaliar a
possivel associacdo com a agressividade tumoral e a recorréncia bioquimica do cancer. Além
disso, o presente estudo também teve como objetivo o estudo da modulagao androgénica das
AR-Vs em cultura celular, bem como avaliar os niveis intrateciduais e circulantes de esteroides
em amostras de pacientes com CaP e HPB. Os niveis de expressédo do AR full-lenght (AR-FL)
e das AR-Vs (AR-V1, AR-V4 e AR-V7) foram avaliados por RT-qPCR. A expressédo proteica do
AR-FL (AR-CTD e AR-NTD) e do AR-V7 foi avaliada pela técnica de imunohistoquimica,
utilizando o escore H (H-Score) para quantificagcdo. Todos as AR-Vs investigadas foram
expressas nos tecidos de CaP e HPB. Os niveis de mRNA do AR-FL foram similares em
ambos grupos. A expressdo do mRNA do AR-V4 apresentou maiores niveis no grupo HPB,
enquanto que os niveis de mMRNA de AR-V1 e AR-V7 foram maiores no grupo CaP. A
expressdo proteica de AR-V7 apresentou H-Score similar nos grupos avaliados, enquanto que
AR-CTD e AR-NTD foram maiores no ndcleo das células epiteliais do grupo HPB. A partir das
dosagens de esteroides, foram encontrados menores niveis intrateciduais de testosterona, 4-
androstenediona e progesterona nas amostras de CaP quando comparadas a amostras de
HPB. A partir do cultivo celular foi possivel observar o efeito da modulagdo androgénica das
AR-Vs, onde foi demonstrado que altos niveis de androgénios modulam negativamente a
expressdo do AR-FL e das AR-Vs. Ainda que as AR-Vs ndo apresentem o dominio de ligacéo

para a DHT, elas apresentam importantes alteragbes dindmicas sob tratamento com este



hormdnio. Também foi observado que o tratamento com flutamida isolada ou associada a baixa
dose DHT estimula a proliferacdo das células prostaticas. Os resultados apresentados na
presente tese suportam a hipotese de que ha envolvimento destas isoformas constitutivamente
ativas na fisiopatologia do CaP hormonio-sensivel e também da HPB. Alem disso, estes
resultados fornecem evidéncias de a resposta a modulacdo androgénica é diferente entre as

AR-Vs. Juntos, estes achados colaboram para o entendimento da tumorigénese prostatica.

Palavras-chave: tumores da préstata, hiperplasia prostatica benigna, cancer de prostata,
receptor de androgénios, isoformas do receptor de androgénios, splicing alternativo, horménios

esteroides, androgénios



ABSTRACT

Prostatic diseases account for about 80% of men over the age of 50, which is equivalent to 14
million Brazilians. Among them are prostate tumors, classified as benign prostatic hyperplasia
(BPH) and prostate cancer (PCa), which are changes in the growth control of prostatic cells.
Several cellular alterations have been proposed to explain these alterations of prostate growth.
Among these, the expression of variants of the androgen receptor (AR-Vs) seems to play a
fundamental role. However, the exact mechanism by which AR-Vs participate in the
pathophysiology of BPH and hormone-naive PCa needs to be better elucidated. The aim of the
present study was to identify the presence of AR-Vs in BPH and hormone-naive carcinoma and
to evaluate the possible association with tumor aggressiveness and biochemical recurrence of
PCa. In addition, the present work also aimed to study the androgenic modulation of AR-Vs in
cell culture as well as to evaluate the intraprostatic and circulating levels of steroids in samples
of patients with PCa and BPH. The expression levels of full-lenght AR (AR-FL) and AR-Vs (AR-
V1, AR-V4 and AR-V7) were assessed by RT-gPCR. Protein expression of AR-FL (AR-CTD
and AR-NTD) and AR-V7 was assessed by the immunohistochemistry using the H-score for
quantification. All investigated AR-Vs were expressed in PCa and BPH tissues. AR-FL mRNA
levels were similar in both groups. Expression of AR-V4 mRNA showed higher levels in the BPH
group, whereas AR-V1 and AR-V7 mRNA levels were higher in the PCa group. Protein
expression of AR-V7 showed similar H-Score, whereas AR-CTD and AR-NTD were higher in
the epithelial cell nucleus of BPH. Regarding the steroid dosages, were observed lower
intraprostatic levels of testosterone, 4-androstenedione and progesterone in the PCa samples
when compared to BPH samples. In cell culture experiments, it was possible to observe the
effect of the androgenic modulation on AR-Vs, where high levels of androgens negatively
modulated AR-FL and AR-V expression. Although AR-Vs do not exhibit the binding domain for
DHT, they showed significant dynamic changes under treatment with this hormone. It has also
been observed that treatment with flutamide alone or associated with low dose DHT stimulates
the proliferation of prostatic cells. The results presented in this thesis support the hypothesis

that these constitutively active isoforms are involved in the pathophysiology of hormone-naive



CaP and also of BPH. In addition, these results provide evidence that the response to androgen
modulation is different between AR-Vs. Together, these findings contribute to the understanding

of prostatic tumorigenesis.

Keywords: prostatic tumors, benign prostatic hyperplasia, prostatic cancer, androgen receptor,

isoforms of androgen receptor, alternative splicing, steroid hormones, androgens
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1. INTRODUCAO

As doencas da préstata, como a hiperplasia prostatica benigna (HPB), o cancer de
prostata (CaP) e a prostatite sdo bastante frequentes na senescéncia. Entre a quarta e a nona
década da vida, aproximadamente 90% dos homens desenvolvem HPB ou CaP (Chatterjee
2003), que representam as duas formas clinicamente mais importantes de crescimento anormal

da préstata que afetam homens de idade avancada (Welen and Damber 2011).

1.1 Hiperplasia Prostatica Benigna

A HPB é considerada um fendbmeno progressivo, definido como um crescimento continuo
da prostata resultante de um processo proliferativo ndo maligno que ocorre ao redor da uretra,
com um crescimento nodular localizado na zona de transicdo ou zona periuretral (McNeal
1990; Buchanan, lIrvine et al. 2001; Carson and Rittmaster 2003; Bushman 2009). O
desenvolvimento da HPB recebe influéncia genética, hormonal e ambiental. Clinicamente, a
HPB é caracterizada como um crescimento prostatico que leva a um variado grau de obstrucao
da uretra, que pode ou nao ser sintomatica (Vasanwala, Wong et al. 2017). Evidéncias indicam
que fatores metabdlicos e o estilo de vida sdo importantes na etiologia da HPB e no
desenvolvimento dos sintomas do trato urinério inferior (STUI), também conhecidos pela sigla
LUTS (do inglés Lower Urinary Tract Symptoms) (Lim 2017). Esses fatores incluem obesidade,

diabetes, dieta e exercicio fisico (Mongiu and McVary 2009; Mobley, Feibus et al. 2015).

Esta alteracdo é a anormalidade proliferativa da préstata mais comum nos homens, esta
relacionada com a idade e é muito frequente no periodo de senescéncia (Silva Neto, Koff et al.
2008; Egan 2016). Como se pode observar na figura la, a prevaléncia histolégica de HPB
aumenta com a idade, correspondendo a aproximadamente 10% em homens com 30 anos,
20% em homens com 40 anos, entre 50 e 60% em homens com 60 anos e de 80 a 90% para
homens com 70 a 80 anos (Berry, Coffey et al. 1984; Carson and Rittmaster 2003; Roehrborn

and Rosen 2008). Um banco de dados recentemente disponibilizado pelo Ministério da Saude



15

(DATASUS 2018) indica um grande numero de internagdes por HPB, o que leva a gastos
elevados do sistema de Unico de saude (SUS), seja com procedimentos cirlrgicos ou
internacdes clinicas, além da morbidade causada ao paciente. De fato, a HPB pode ser
considerada um processo fisiolégico que apresenta variacdo na sua incidéncia entre diferentes
subgrupos étnicos, que pode refletir diferencas étnicas nos fatores que influenciam o

crescimento nodular prostatico, como peso corporal e dieta (Hoke and McWilliams 2008).

Histologicamente, a HPB consiste na proliferacdo do estroma fibromuscular e do epitélio
glandular na regido periuretral e na zona de transicdo da glandula prostatica. Os STUI sédo
muito comuns na HPB. Entre eles, estdo fluxo urinario fraco, hesitagdo durante a micgao,
esfor¢o para iniciar a micgao, noctlria e sensagéo de esvaziamento incompleto da bexiga apés
a miccao (O'Leary, Wei et al. 2008). Esses sintomas decorrem da influéncia mecéanica, onde o
aumento do volume tecidual promove a reducdo do calibre da uretra com aumento da
resisténcia a passagem do fluxo urinario. Quando o tecido fibromuscular é preponderante, 0s
sintomas urinarios sédo frequentemente irritativos (sintomas de armazenamento) ao invés de
obstrutivos (sintomas de esvaziamento), e podem estar relacionados ao grau de estimulacéo

alfa-adrenérgica da musculatura lisa (McNeal 1990).
100 T HPBhistologica

80
60 -
20 1
20 1
o NN : . . .

31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90
Idade

Prevaléncia (%)

Figura 1: Prevaléncia da hiperplasia prostatica benigna (HPB). la) Prevaléncia da HPB
histolégica em funcao da idade, adaptada de Berry e colaboradores (1984).
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1.2  Cancer de prostata

A excecdo do cancer de pele ndo melanoma, CaP é a neoplasia mais comum em
homens brasileiros, com estimativa prevista de 68.220 novos casos para o ano de 2018, o que
corresponde a um risco estimado de 66,12 novos casos a cada 100 mil homens. De acordo as
estimativas para o ano de 2018 publicadas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), os 5
tumores mais incidentes para sexo masculino sdo o cancer de pele ndo melanoma (85.170
novos casos), de prostata (68.220), de traqueia, bronquio e pulmao (18.740), de colon e de reto
(17.380) e estdbmago (13.540). Atras somente dos tumores de pele ndo melanoma, o CaP é o
mais incidente entre os homens em todas as regides do pais: 96,85/100 mil na regido Sul,
69,83/100 mil na regido Sudeste, 66,75/100 mil na regido Centro-Oeste, 56,17/100 mil na
regido Nordeste e 29,41/100 mil na regido Norte (INCA 2017). A incidéncia e a mortalidade do
CaP variam entre os paises. Mundialmente, cerca de 1,1 milhdes de homens foram
diagnosticados com CaP em 2012, representado 15% da totalidade de cénceres
diagnosticados em homens, sendo que aproximadamente 70% (759 mil) dos casos ocorreram
nas regides mais desenvolvidas (Ferlay, Soerjomataram et al. 2015), como pode ser observado
na figura 2. O aumento na incidéncia pode ser explicado, em parte, pelo fato do rastreamento
(screening) realizado com o PSA (antigeno prostatico especifico) e o exame de biopsia terem
se tornado comuns nestas regides. De acordo com a Sociedade Americana de Céancer
(American Cancer Society), estima-se que sejam diagnosticados aproximadamente 164.690
casos de CaP nos Estados Unidos no ano de 2018, com expectativa 29.430 mortes
relacionadas a este tipo de cancer (Society 2018). Entre os anos 2014 e 2035, prevé-se que as
taxas de incidéncia aumentem 12% no Reino Unido. Isto corresponde, para o ano de 2035, a
um risco estimado de 233 casos a cada 100 mil homens (Smittenaar, Petersen et al. 2016). Em
relacdo a morte relacionada ao cancer, o CaP ocupa a quinta posicdo. A taxa mortalidade é
mais elevada em homens negros (29/100.000 casos) e bastante baixa em homens asiaticos

(2,9/100.000 casos) (Ferlay, Soerjomataram et al. 2015).

Em seu desenvolvimento inicial, o CaP é assintomatico; porém, com 0 crescimento,
pode invadir a vesicula seminal, os ureteres e a base da bexiga, sendo também responsavel

por metastases ésseas, hepaticas, pulmonares e adrenais (Mazhar and Waxman 2002). A
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terapia de ablacdo androgénica resulta, inicialmente, na morte celular ou blogueio do ciclo
celular (Balk and Knudsen 2008). Em 70 a 80% dos homens com CaP submetidos a terapia
antiandrogénica ocorre resposta favoravel, porém, este efeito € transitorio, com muitos
pacientes vindo a desenvolver um crescimento independente de androgénios (Edwards,
Krishna et al. 2001; Damber and Aus 2008). De acordo com Marcias (2010), apds um periodo

de 18 a 24 meses de deprivacdo androgénica eficaz, muitos pacientes desenvolvem um céncer

7

independente de hormdnio, e a terapia de escolha, além da quimioterapia, € o tratamento

7

paliativo dos sintomas (Marcias, Erdmann et al. 2010). Fato intrigante € que, entre 2007 e
2013, a incidéncia de CaP metastatico tem aumentado entre homens americanos, enquanto
que a incidéncia de CaP de baixo risco diminuiu no mesmo periodo (Weiner, Matulewicz et al.
2016). As explicacBes para este fato incluem tanto alteragdes na biologia da agressividade do
CaP quanto no aumento da assertividade diagndstica da doenga metastatica (Weiner,

Matulewicz et al. 2016).

B Incidéncia B Mortalidade
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Figura 2: Incidéncia mundial do cancer de préstata (CaP). Incidéncia e a mortalidade por
regido mundial para o cancer de préstata a cada 100.000 homens (CancerResearchUK 2011).
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1.3  Androgénios

Testosterona (T), dihidrotestosterona (DHT), 4-androstenediona (4-diona) e 5-
androstenediol (5-diol) sdo exemplos de androgénios (Dutt and Gao 2009), horménios
esteroides que possuem papel fundamental no desenvolvimento, manutencao e regulacédo do
fenétipo e fisiologia reprodutiva masculina (Aaron, Franco et al. 2016). No homem, a maior
parte dos androgénios é produzida nos testiculos e, em menor parte, na glandula suprarrenal,
enquanto que seu metabolismo ocorre nos tecidos-alvo, como por exemplo, a préstata e a pele.
Sua producao é regulada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (Denmeade and Isaacs 2002;
Ntais, Polycarpou et al. 2003) e tem como molécula precursora o colesterol. Os efeitos
biolégicos dos androgénios ocorrem via ligacao ao receptor de androgénios (AR) (Lu, Tsai et

al. 1997; Balk and Knudsen 2008) (Figura 3).

Cérebro

LH-R 5-a

‘\\ 2 Testosterona | Fedutase

Colesterol Androgénios m

|
‘ l
\
\

LA )

| Nucleo
Genesrelacionados
Testosterona AL ao crescimentoe a
ndrO Al sobrevivéncia
Testiculo GlandulaAdrenal Préstata

Figura 3. Producé@o e agdo dos androgénios. No hipotdlamo, ocorre a sintese do hormonio
liberador do horménio luteinizante (luteinizing hormone-releasing hormone, LHRH), atualmente
denominado GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas, do inglés gonadotrohin releasing
hormone). O GnRH segue até a hipdfise onde interage com seu receptor (LHRH-R),
estimulando a liberagdo de LH. O LH secretado pela hipdfise liga-se ao seu receptor (LH-R)
presente nos testiculos, induzindo a producdo de testosterona (T) a partir do colesterol. A T
entra na célula prostatica, onde é convertida em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-a-
redutase. A DHT liga-se com alta afinidade ao AR no citoplasma celular e o complexo
hormdnio-receptor é translocado para o ndcleo, onde ativa a transcricdo de genes que regulam
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0 crescimento e a sobrevivéncia celular. Niveis elevados de T sdo capazes de diminuir a
producédo de GnRH e LH via al¢a de retroalimentacdo negativa (feedback negativo), mantendo
assim a T sérica em niveis fisiologicos. A glandula adrenal também pode sintetizar
androgénios. Figura adaptada de (Denmeade and Isaacs 2002)

Os androgénios regulam o crescimento e a diferenciacdo da glandula prostatica; desta
forma, ndo é surpreendente que o crescimento do CaP seja também estimulado pelos
androgénios (Edwards, Krishna et al. 2001). De fato, o desenvolvimento de novas terapias para
o tratamento do CaP repousa historicamente sobre a compreensdo de como 0s androgénios
influenciam o desenvolvimento desta doenca. Em seu marcante trabalho publicado na década
de 1940, Huggins e Hodges mostraram que a orquiectomia ou a administragcdo de estrogénios
fendlicos resultou em regressao do CaP, enquanto que nos casos nao-tratados, a T aumentou
a taxa de crescimento desta neoplasia (Huggins and Hodges 1941). Como reconhecimento a
importancia desses achados, Charles Huggins recebeu o Prémio Nobel em Fisiologia e
Medicina em 1968. No final da década de 1960, foi descrita a interagdo nuclear entre os
androgénios e 0 AR (Anderson and Liao 1968; Bruchovsky and Wilson 1968). Em seguida,
deu-se inicio ao desenvolvimento dos primeiros farmacos antiandrogénicos para a terapia do

CaP.

1.4  Receptor de androgénios

O AR é uma proteina de 110 kDa que atua como fator transcricional dependente de
ligante e pertence a superfamilia de receptores nucleares (NR), possuindo papel fundamental
na regulacdo da fisiologia da préstata, como embriogénese, crescimento e diferenciagdo
(Gobinet, Poujol et al. 2002; Aaron, Franco et al. 2016). Os NR sao proteinas intracelulares que
sdo ativadas por pequenas moléculas, como os horménios esteroides, acidos graxos e
retinoides. Dependendo do tipo do ligante, os NR podem ser classificados em receptores de
hormonios esteroides, receptores tireoideanos ou retinoides, ou, ainda, receptores 6rfaos

(Nacusi and Tindall 2009).

O gene do AR (GenelD: 367) esté localizado no cromossomo X na posi¢cao q11-q12,

tem tamanho aproximado de 90 kb e possui 8 exons (NM_000044.2, NP_000035.2). A ativacdo
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do AR leva a eventos angiogénicos, proliferativos e apoptoticos. De acordo com um estudo
anterior, um dos principais efeitos dos androgénios nas células que expressam o AR é um
aumento da atividade de cinases dependentes de ciclina e estimulagdo para que as células
entrem na fase S (fase de sintese) do ciclo celular, induzindo, assim, a proliferacdo celular

(Ntais, Polycarpou et al. 2003).

Assim como outros participantes da superfamilia dos receptores nucleares, a estrutura
do AR é organizada em dominios funcionais. O dominio N-terminal (NTD, do inglés N-terminal
domain), codificado pelo exon 1, constitui aproximadamente 60% da proteina do AR de 110
kDa (Hu, Dunn et al. 2009), contém a regido de ativacdo transcricional AF-1 (do inglés
activation function 1), essencial para a atividade da transativagdo do AR, e a regido AF-5, que
possui uma forte atividade constitutiva, estd envolvida na ativacdo transcricional e pode
participar do recrutamento de cofatores (Gobinet, Poujol et al. 2002). Na regido C-terminal, esta
contido o dominio de ligagdo ao ligante (LBD, do inglés ligand binding domain) que interage,
funcionalmente, com fatores intermediarios e cofatores nucleares. O dominio de ligagdo ao
DNA (DBD, do inglés DNA binding domain) medeia a interacdo do AR com o elemento
responsivo aos androgénios (ARE, do inglés androgen responsive element) no DNA
(Berrevoets, Doesburg et al. 1998) através de seus dois dedos de zinco altamente
conservados. Ha também uma pequena sequéncia de amino&cidos, chamada regido hinge, ou
de dobradura, que confere flexibilidade para o rearranjo apropriado, dimerizagdo e interacdo
especifica ao DNA (Nacusi and Tindall 2009). Nesta tese, o AR seré referido como AR-FL, que
se refere a sua forma selvagem, ou full-length, e considera suas isoformas 1 e 2, que séo

expressas no tecido normal, e apresentam os 8 exons caracteristicos do gene.

1.5 Ativacédo do AR

No citoplasma da célula prostatica, a T € convertida, pela agdo da enzima 5a-redutase,
ao hormdnio ativo DHT, que é o ligante natural do AR mais potente, possuindo uma constante
de dissociacdo (Kd) de 1011, enquanto que a T possui uma Kq= 10, e apresenta, assim, uma

poténcia 100 vezes menor do que a DHT (Penning, Jin et al. 2008). Tanto a T quanto a DHT
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ligam-se ao AR e promovem sua ativacéo, porém a DHT possui uma dissociagdo mais lenta do

AR comparada com a T (Penning, Jin et al. 2008; Cheng, Wu et al. 2010).

O AR, em seu estado inativo, esta normalmente associado a um complexo proteico
composto por proteinas de choque térmico (HSP, do inglés heat shock proteins) e chaperonas.
A ligacdo da DHT induz a dissociacdo das HSP, fosforilagdo, mudancas conformacionais e
dimerizacdo do AR (Ntais, Polycarpou et al. 2003), que, entdo, € translocado para o nucleo da
célula. O AR dimerizado liga-se a uma sequéncia especifica do DNA, conhecida como
elemento responsivo aos androgénios (ARE), onde ira regular (ativando ou inibindo) a
transcricdo génica. Este € o mecanismo de ac¢do classico dos androgénios, onde hé interagcdo
com genes-alvo, tendo respostas consideradas lentas (Figura 4). E importante notar que
células de CaP s&do notavelmente dependentes do sinal do AR para sua proliferacdo e

sobrevivéncia (Zegarra-Moro, Schmidt et al. 2002).

Citoplasma Ncleo
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Figura 4 Mecanismo de a¢do dos androgénios. Demonstracdo esquemética da acao classica
dos androgénios (neste exemplo, utiliza-se a testosterona, T) na célula-alvo. Figura adaptada
de (Gobinet, Poujol et al. 2002)
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1.6 AR e CaP

A acdo dos androgénios € mediada pelo AR e a remocao destes horménios (via
castracdo ou administracdo de estrogénios) resulta em regressdo do CaP (Huggins and
Hodges 1941; Huggins and Hodges 2002). Estes dados justificaram o desenvolvimento da
terapia antiandrogénica, que atualmente representa a abordagem terapéutica mais comum
para o tratamento do CaP. A terapia antiandrogénica pode ser realizada tanto por castracédo
cirdrgica (orquiectomia) quanto por castracdo quimica (por exemplo: com o uso de um inibidor
do AR, Casodex®- em combinagdo com a inibicdo da sintese de androgénios por um
antagonista do GnRH, leuprolida). Porém, em muitos casos, o cancer evolui para um estagio
ndo responsivo a terapia de deprivacdo hormonal, conhecido como cancer independente de
androgénios. Nesta fase, a ativacdo do AR pode ocorrer independentemente da sua ligagdo ao

hormonio (Grossmann, Huang et al. 2001; Nacusi and Tindall 2009).

1.7  Modificagdes no AR

Apesar do sucesso da terapia de ablagdo androgénica para o CaP, a recorréncia do
tumor independente de androgénio é, em muitos casos, inevitavel (Nacusi and Tindall 2009). A
célula prostatica pode utilizar diferentes mecanismos para compensar a deficiéncia de
androgénios causada pela terapia de ablacdo hormonal. Dentre 0s mecanismos propostos para
esta compensacdo estdo: a presenca de mutacées com ganho de funcdo do AR, que podem
ocasionar um aumento da afinidade do receptor a DHT ou a outros ligantes esteroides (Nacusi
and Tindall 2009); o aumento da expressao do AR (Buchanan, Irvine et al. 2001) ou de seus
correguladores (Feldman and Feldman 2001); a sintese intracrina de androgénios pelas
proprias células tumorais (Titus, Schell et al. 2005; Locke, Guns et al. 2008) ou, ainda, a
transativacdo do AR independente de ligante por diferentes vias de sinalizacdo (Grossmann,

Huang et al. 2001).

Embora a castracdo reduza os niveis plasmaticos de T, sabe-se que o0s niveis
intracelulares de T podem manter-se suficientes para promover a ativacdo do AR (Mohler,

Gregory et al. 2004). A Figura 5 ilustra esquematicamente diversos mecanismos associados a
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ativagdo do AR, que podem basear-se em: 1) mudancgas nos niveis do(s) ligante(s) no tecido
tumoral; 2) niveis aumentados da expresséo proteica devido a alteracdo da expressao génica
ou expressdo do mRNA; 3) mutacdes no receptor que afetam sua estrutura e funcéo; 4)
mudancas nas moléculas correguladoras (coativadoras ou correpressoras); 5) fatores que

levam a ativacdo do receptor independentemente dos niveis do ligante ou do receptor

possibilitando a ativacdo por moléculas cinase (Scher and Sawyers 2005).
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Figura 5: Mecanismos associados a manutencdo da sinalizacdo do AR. Demonstragao

N

esquematica de diversos mecanismos que podem levar a ativagdo do AR, de maneira
dependente ou ndo de ligante (Scher and Sawyers 2005).

1.8  Processo de splicing alternativo

O processamento do mRNA, ou splicing, consiste na retirada de por¢fes do RNA
precursor que nao codificam aminoacidos, denominadas introns, e na juncdo dos exons, que

sdo segmentos codificantes (Lander, Linton et al. 2001). Na maioria dos casos, cada gene é
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composto de varios exons, o que permite que o processo de splicing ocorra em diferentes
posicdes no pré-mRNA. Além disso, os genes podem sofrer um processo denominado splicing
alternativo. Nesse caso, o que € considerado exon em um determinado evento de
processamento, pode ser considerado como intron em outro e vice e versa. De acordo com Ast
(2004), a disparidade numérica entre 0 nimero de genes codificantes (~ 26.000) e o nimero de
proteinas (mais de 90.000) pode ser explicada pelo fato de 35 a 65% dos genes humanos

sofrerem splicing alternativo (Ast 2004).

O processo de splicing alternativo é reconhecido cada vez mais como um importante
mecanismo ha expansao de transcritos e complexidade proteica em eucariotos (Castrignano,
Rizzi et al. 2006). Além disto, estudos recentes direcionados a caracterizagédo do transcriptoma
tém revelado que o splicing alternativo € um fenbmeno muito comum, afetando mais de 60%

dos genes humanos (Matlin, Clark et al. 2005).

Diversas mutacdes no gene do AR tém sido descritas. Muitas destas foram
encontradas em tecidos derivados de CaP e observa-se uma maior frequéncia naqueles
pacientes que apresentam um estidgio mais avancado da doenca. Estas mutacbes estdo
reunidas num banco de dados chamado “The Androgen Receptor Gene Mutations Database”
(Gottlieb, Beitel et al. 2012). De acordo com este banco de dados, ja foram descritas 159
mutac¢des no AR em amostras de CaP, sendo que a maioria destas (45%) ocorre no dominio
de ligacdo ao ligante (LBD). O fator limitante é que, com algumas excec¢des, ainda ndo foram
realizados experimentos para associar a presenca destas muta¢cdes com o desenvolvimento do

CaP (Gottlieb, Beitel et al. 2012).

1.9 Isoformas do AR

No ano de 2009, foram identificadas novas isoformas do AR, nomeadas AR-V1
(também chamada de AR4), AR-V3 (também chamada de AR6 ou AR1/2/2b), AR-V4 (também
chamada de AR5 ou AR1/2/3/2b) e AR-V7 (também chamada de AR3). Essas variantes
codificam uma proteina de tamanho similar, em torno de 80 kDa, e acredita-se que elas sejam

originadas do processo de splicing alternativo do pré-mRNA do AR (Guo, Yang et al. 2009).



25

Este processamento faz com que essas variantes do AR (androgen receptor variants, AR-Vs)
contenham os dominios NTD e DBD intactos, porém percam a regiéo hinge e o dominio LBD e
apresentem-se constitutivamente ativas (Figura 6). Ainda, de acordo com Guo e cols. (2009), a
expressdo anormal das AR-Vs pode ser um mecanismo fundamental para a independéncia de
androgénios na progresséao tumoral (Guo, Yang et al. 2009). Segundo Sun e colaboradores, as
AR-Vs nado séo expressas no epitélio prostatico normal, e raramente estdo expressas em niveis

substanciais no CaP horménio-sensivel (Sun, Sprenger et al. 2010).

A analise de uma série de amostras de tecido prostatico humano tem demonstrado que
a expressao das AR-Vs é diminuida na préstata normal e aumentada em amostras de CaP
androgénio-independente. Especula-se que o surgimento destas AR-Vs se deva a selecdo de
clones mais malignos ou resistentes a castraco, ou, ainda, a uma regulacdo da sua expressao
de modo dependente de androgénios, ou seja, a presenca ou auséncia de androgénios pode
modular a expressdo dessas variantes (Hu, Dunn et al. 2009; Watson, Chen et al. 2010). Além
disso, as AR-Vs parecem ser uma das causas primarias da resisténcia a castracé@o e a terapia
antiandrogénica convencional direcionada ao LBD, uma vez que estas AR-Vs perdem esta
regido. Isto pode justificar a resisténcia a terapia com o antiandrogénio Enzalutamida
(MDV3100), que se liga ao LBD, regido esta ausente nas AR-Vs (Watson, Chen et al. 2010; Li,
Chan et al. 2013). A linhagem celular CWR22Rv1, que expressa as isoformas AR-V7 e AR-V1,
apresenta um notavel crescimento sob condigBes de castragdo que nao é afetado pelos
antiandrogénios Enzalutamida e Bicalutamida, ainda que estes farmacos sejam capazes de
inibir a atividade do AR selvagem (AR-FL, full-length). De maneira interessante, quando
realizado o knockdown das AR-Vs, observa-se uma reducédo do crescimento independente de
androgénios e restauracdo do crescimento responsivo aos androgénios, o que é capaz de
restabelecer a capacidade inibitoria sobre o crescimento celular exercida pelos antiandrogénios

(Li, Chan et al. 2013).

Resultados de trabalhos prévios sugerem que a isoforma AR-V7 participa do
desenvolvimento da resisténcia a ablacdo androgénica, e que esta isoforma parece ser mais
ativa quando comparada as outras isoformas, AR-V1 e AR-V4 (Guo, Yang et al. 2009). Neste
mesmo trabalho, demonstrou-se que a atividade do AR-V7 ndo é controlada pela DHT ou

antiandrogénios (Casodex®), sugerindo que esta isoforma atue como fator transcricional
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constitutivamente ativo independente de ligante e que desempenhe um papel indispensavel na
promocdo da proliferacdo das células cancerigenas, possivelmente pela regulacdo de
diferentes tipos de genes-alvo. Estes estudos indicam que alteracfes no AR séo importantes
para a progressao do CaP resistente a castracdo e podem conduzir a resisténcia as terapias
que tém como alvo o LBD, que incluem os inibidores de segunda geracdo (Acetato de

Abiraterona, Enzalutamida e Bicalutamida).
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Figura 6: Isoformas do AR. Representacao esquematica da estrutura molecular e proteica das
isoformas do AR humano. No desenho dos transcritos, os quadrados hachurados representam
os exons alternativos, e as linhas continuas, as sequéncias transcritas. Na representacédo das
estruturas proteicas, em U estdo representadas as sequéncias Unicas de cada isoforma (Guo
and Qiu 2011).
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Embora a ablagdo androgénica reduza os niveis plasmaticos de androgénios, seus
niveis intraprostaticos permanecem elevados (Mohler, Gregory et al. 2004), podendo, ainda,
haver a sintese intracina de T (Locke, Guns et al. 2008). Estes achados sugerem que existem
mecanismos alternativos que mantém a atividade do AR em situac8es de ablacdo androgénica
(Sun, Sprenger et al. 2010), o que, de acordo com Watson e colaboradores (2010), pode ser

devido a presenga das AR-Vs (Watson, Chen et al. 2010).

Apesar das AR-Vs permanecerem ativas mesmo na auséncia de horménios, sua
origem e relevancia biologica permanecem incertas (Nacusi and Tindall 2009). O mecanismo
de splicing alternativo € o mais aceito entre diversos autores para explicar a génese dessas
isoformas (Guo, Yang et al. 2009; Hu, Dunn et al. 2009; Nacusi and Tindall 2009; Marcias,
Erdmann et al. 2010). Dados de Watson e cols (2010) sugerem que as AR-Vs sejam geradas
por erros de splicing que ocorrem em tecidos tumorais, mas também em tecidos normais.
Assim, os niveis das isoformas seriam dependentes dos niveis de AR-FL, e mutacdes de ponto
afetariam o sitio de reconhecimento durante o processamento do pré-mRNA, podendo
favorecer a producdo de certas variantes (Watson, Chen et al. 2010). Independente do exato
mecanismo de formacgdo destas isoformas, a relacdo funcional entre as AR-Vs e o AR-FL
levanta questdes sobre seu repertério de genes-alvo (Watson, Chen et al. 2010). Uma
possibilidade é que as AR-Vs simplesmente mimetizem a acdo dos hormdnios androgénios,
formem heterodimeros com o AR-FL e ativem o conjunto de genes-alvo conhecidos do AR
(Watson, Chen et al. 2010). No entanto, analises do transcriptoma ap6s knockdown seletivo do
AR-FL ou de AR-Vs revelaram subconjuntos distintos de genes regulados pelas isoformas, pelo
AR-FL ou ambos. Mesmo entre genes-alvo classicos do AR-FL, dados mostraram diferentes
niveis de expressdo dependentes do gene em particular e da isoforma presente, fornecendo
evidéncias de que a biologia das variantes néo € inteiramente sindnima aguela estimulada pelo
AR-FL (Watson, Chen et al. 2010). Embora os niveis de expresséo das AR-Vs sejam inferiores
aos do AR-FL, algumas variantes sdo constitutivamente ativas e sua supressdo resulta na

diminuicdo da proliferagdo em linhagens celulares de CaP (Guo, Yang et al. 2009).
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Ao estudar a expressao de genes-alvo das variantes, foi visto que a presenca ou a
auséncia do AR-FL ndo altera o perfil de expressdo dos genes-alvo das AR-Vs, mostrando que
a atividade das variantes independe do AR-FL. Além disto, apés a supressao do AR-FL, ocorre
um aumento da expressédo das AR-Vs (Hu, Lu et al. 2012), embora alguns autores sugiram que
a atividade das AR-Vs requeira a presenca do AR-FL (Watson, Chen et al. 2010). Para
demonstrar esta independéncia das AR-Vs do AR-FL, Hu e cols (2012) utilizaram clones de
LNCaP e CWR22Rv1 com e sem a expressao da proteina do AR-FL, que foram transfectados
com AR-Vs (AR-V7 e AR-V567es) em condicbes de deprivagdo androgénica. Nestes
experimentos, foi observado que quando € realizada uma superexpressdo do AR-FL, ndo
ocorre aumento da expressao dos genes de ciclo celular, demonstrando que o AR-FL ndo tem
influéncia sobre a inducdo da expressdo destes genes, que € realizada pelas AR-Vs. Estes
achados podem ajudar a explicar o motivo pelo qual a inibicdo do AR-FL resulta em supresséo
do crescimento tumoral em alguns tipos de CaP resistentes a castracdo, enquanto que em
outros ndo, sugerindo que o suporte ao crescimento independente a castracdo é fornecido

pelas AR-Vs ao invés do AR-FL (Hu, Lu et al. 2012).

Diversos autores tém realizado analises de expressao génica em linhagens celulares
de CaP também por gPCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa), porém, pouco se
encontra na literatura sobre a analise em tecido prostatico morfologicamente normal coletado
de pacientes submetidos a remocédo cirlrgica da préstata. Isto demonstra a importancia do
estudo da expresséo destas variantes no tecido normal e hiperplasico benigno (Hu, Dunn et al.

2009; Nacusi and Tindall 2009; Marcias, Erdmann et al. 2010; Sun, Sprenger et al. 2010).

Do mesmo modo, dentre os diversos trabalhos ja publicados, a grande maioria aborda
0 CaP metastatico. Nesta condi¢do, se estuda o uso das AR-Vs como preditores de resposta a
terapia e de desfecho clinico, especialmente para o AR-V7, que tem sido estudado como
biomarcador para selecdo de tratamento em homens com CaP metastatico (Antonarakis,
Armstrong et al. 2016; Luo 2016). A relacdo entre a expressdo do AR-FL e das AR-Vs também
tem sido estudada. Watson e cols. (2010), ao analisarem a expressdo do AR-FL e das AR-Vs
em cultura celular das linhagens VCaP e LUCaP35, verificaram que a expressdo das isoformas

a

ocorre concomitantemente a expressdo do AR-FL, porém, as isoformas sdo expressas em
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niveis inferiores ao AR-FL, cuja expressdo varia de 0,1 a 2,5% da expressdo da forma
selvagem (Watson, Chen et al. 2010). Hu e cols. (2009), ao analisarem a expressédo de AR-V7
e AR-V1 em tecido prostatico pelas técnicas de PCR semiquantitativo, gPCR, sequenciamento
e cultura celular com transfeccéo, também observaram uma expressdo das AR-Vs em niveis
menores em relacdo ao AR-FL (Hu, Dunn et al. 2009). Fato bastante relevante é de que nas
amostras de CaP resistentes a ablacdo androgénica, os niveis de expressdo das AR-Vs sao
significativamente maiores do que amostras de CaP primério, 0 que é associado a um pior
desfecho clinico (Guo, Yang et al. 2009; Hu, Dunn et al. 2009). Esta observagéo é apoiada pelo
fato de que a expressdo aumentada das AR-Vs esta associada a uma maior recorréncia da
doenca apds a prostatectomia radical quando comparada com pacientes com baixa expresséo
das AR-Vs (Hu, Dunn et al. 2009). Visto isso, pacientes que apresentam a expressao das AR-
Vs provavelmente ndo terdo beneficios com as terapias antiandrogénicas convencionais
(Hornberg, Ylitalo et al. 2011). Ainda, de acordo com Hornberg (2011), metastases 6sseas de
CaP resistentes a castracdo expressam proteinas do AR sem a regido LBD em niveis
comparaveis a expressdo da proteina do AR-FL, mesmo quando o nivel do mRNA das

isoformas é muito menor do que o do AR-FL (Hornberg, Ylitalo et al. 2011).

Como descrito acima, a expressao das AR-Vs em tecido metastatico tem sido alvo de
inmeros estudos. Entretanto, pouco se discute a respeito da expressdo dessas variantes no
cancer horménio-sensivel responsivo a ablagdo androgénica. Ilgualmente, sabe-se pouco sobre
a importancia e sobre o papel dessas variantes nessa situa¢do. Por um lado, ja se demonstrou
gue a expresséo das AR-Vs é capaz de manter a proliferagdo das células neoplésicas do CaP
numa situacdo de deprivagdo androgénica e que a readministracdo de androgénios atua
regulando negativamente sua expressdo. Mas por outro lado, quando expressas, qual seria 0
papel dessas isoformas constitutivamente ativas no tecido benigno e no tecido neoplasico
androgénio-dependente? E ainda, haveria alguma modulacdo androgénica sobre a expressao
dessas isoformas nesses tecidos? Essa modula¢éo androgénica seria via regula¢éo dos niveis

de expressao génica ou via regulacéo da translocacéo nuclear?



2.1

2.2

30

HIPOTESES

Hipoteses nulas

Os tecidos oriundos de CaP hormonio-sensivel e HPB n&do expressam as AR-
Vs.

O CaP expressa isoformas do AR em niveis semelhantes a HPB.

A localizacao celular das AR-Vs é semelhante entre CaP e HPB.

N&o h& associacdo entre a expressdo das AR-Vs e a agressividade e recidiva
tumoral no grupo CaP.

A expresséo das AR-Vs ndo sofre modulagéo androgénica.

Hipdteses alternativas

Os tecidos oriundos de CaP hormoénio-sensivel e HPB expressam as AR-Vs.

O CaP expressa isoformas do AR em niveis diferentes da HPB.

A localizacdo celular das AR-Vs é diferente entre CaP e HPB.

A expressao das AR-Vs esta associada a agressividade e a recidiva tumoral no
grupo CaP.

A expressdo das AR-Vs é modulada por diferentes concentracbes de

androgénios.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivos gerais

Analisar a expressdo do mRNA e da proteina do AR-FL e de suas isoformas em tecido
prostatico proveniente de pacientes com HPB ou CaP hormoénio-sensivel, assim como a
possivel associacdo da expressdo génica dessas isoformas do AR com a agressividade
tumoral e a recidiva bioquimica no cancer e avaliar a possivel modulagéo androgénica das AR-

Vs em linhagens celulares de CaP (C4-2B e LNCaP).

3.2  Objetivos especificos

e Quantificar os niveis séricos e intrateciduais de esteroides em amostras de
pacientes com CaP e HPB;

e Quantificar e comparar a expressao génica do AR-FL e de suas isoformas AR-
V1, AR-V4 e AR-V7 em tecido de CaP hormonio-sensivel e HPB;

e Analisar a possivel associacdo entre a expressao génica do AR-FL e de suas
isoformas AR-V1, AR-V4 e AR-V7 com a idade de desenvolvimento da HPB ou
do CaP e com o estadiamento tumoral do CaP;

e Quantificar e comparar a expressao proteica do AR-FL e de sua isoforma AR-
V7 em tecido de CaP e HPB;

e Comparar a localizacéo celular do AR-FL e de sua isoforma AR-V7 entre tecido
de CaP e HPB;

e Quantificar a expressdo génica do AR-FL e de suas isoformas AR-V1, AR-V4 e
AR-V7 em linhagem celular (C4-2B) sob modula¢&o androgénica;

e Analisar a modulagcdo androgénica da proliferacédo celular de linhagem celular

androgénio-independente (C4-2B) e androgénio-dependente (LNCaP);
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e Comparar a localizacdo celular do AR-FL e de sua isoforma AR-V7 em

linhagens celulares (C4-2B e LNCaP) sob modulag&o androgénica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

As analises foram realizadas a partir de dois desenhos experimentais: o primeiro foi
transversal, utilizando amostras de tecido prostatico para a andlise de expressdo génica e

proteica, e 0 segundo, experimental in vitro utilizando linhagem celular.

4.2 Critérios de inclusao e exclusao

Para o grupo CaP, foram selecionados pacientes provenientes do Servi¢co de Urologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com idade entre 40 e 85 anos, com
diagnostico de céncer de prostata primério, que ndo receberam hormonioterapia ou
quimioterapia prévias, que nao possuiam diagndéstico de outra neoplasia concomitante e que

foram submetidos a cirurgia para retirada do CaP.

Para o grupo HPB, foram selecionados pacientes com diagnostico de hiperplasia
prostética benigna, com volume prostatico medido por ecografia abdominal acima de 30g,
toque retal sem suspeita de neoplasia, que ndo receberam hormonioterapia, que ndo possuiam
diagnostico de neoplasia concomitante, que estavam em acompanhamento no Servico de
Urologia do HCPA e que foram submetidos a cirurgia para ressec¢do da HPB neste mesmo

hospital.

4.3  Aspectos éticos

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre e aprovado em seus aspectos éticos e cientificos, sendo registrado

sob nimero 14-0397. Apds aprovacao, todos os pacientes que foram arrolados no presente
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estudo foram consultados sobre a utlizacdo do material e, aqueles que concordaram,

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo I).

O tecido prostatico utilizado neste trabalho foi proveniente de amostra de ressec¢éo
transuretral (RTU) de prOstata, prostatectomia aberta, prostatectomia radical ou
prostatovesiculectomia. Aos pacientes, foi garantido sigilo quanto as informacdes obtidas e seu

uso foi absolutamente restrito para fins de pesquisa cientifica.

N&o foi oferecido aconselhamento genético, pois, até o momento, ndo existem
evidéncias clinicas que justifiquem mudanc¢as do manejo dos pacientes quando da presenca de
isoformas do gene estudado, e nem para que se faca uma abordagem diagnéstica diferente

para pessoas saudaveis que apresentem tais isoformas.

4.4 Estudo da expresséo tecidual das AR-Vs

Coleta das amostras de tecido prostatico

Durante as cirurgias de prostatovesiculectomia e prostatectomia radical para a retirada
do tumor maligno, a prostata foi fatiada pelo urologista para detectar a localizacdo do nédulo
tumoral. Depois de localizado, uma fracdo do nddulo tumoral foi excisada, retirada e dividida
em duas partes. Um fragmento foi enviado para o Servico de Patologia a fim de confirmar ou
nao o diagnéstico de adenocarcinoma de préstata, e o outro fragmento foi armazenado em um
criotubo plastico de 2,0 mL, imediatamente congelado em N: liquido para transporte ao

laboratério, sendo apés armazenado em freezer -80 °C.

Na cirurgia de prostatectomia para a retirada da HPB e na RTU de prostata, apos a
remocao do espécime cirtrgico, em campo limpo, os nédulos hiperplasicos foram identificados
e pequenos fragmentos foram cortados e armazenados em 2 criotubos plasticos de 2,0 mL. Em
seguida, os criotubos foram armazenados em N: liquido para transporte ao laboratério, e entdo

foram armazenados em freezer -80 °C.
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Extracdo de RNA total

Foi realizada extracdo de RNA total a partir de 0,2g de tecido de cada amostra utilizando o
reagente TRIzol® segundo o protocolo do fabricante. Apds a extracdo de RNA, foi realizada a
purificacdo do RNA utilizando o sistema PureLink™ RNA Mini Kit (Ambion by Life
Technologies). A quantificacédo foi feita a partir de 1 pL da solucdo de RNA diluida em agua
com DEPC (dietilpirocarbonato). Essa solucéo foi lida em duplicata em um espectrofotdmetro
para acidos nucleicos (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, EUA),
nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A pureza do RNA foi considerada satisfatéria
quando a razdo das absorbancias a 260 e 280 nm for superior a 1,6. A quantidade de RNA foi

calculada a partir da formula:

[RNA] = Ao X D X 40 pg/mL

Onde: Az = absorbancia obtida a 260 nm e D = diluicdo da aliquota usada para a

guantificacao.

Sintese de cDNA

Foi realizada a sintese do cDNA a partir de 1ug de RNA total utilizando o conjunto de
reagentes especificos Super Script Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen,
Life Technologies). Apés a desnaturacdo do RNA adicionado de Oligo(dT) e dNTPmix 10 mM a
65°C por 5 minutos, foi acrescentada uma mistura de Tris—HC| 200 mM (pH 8.4) mais KCI 50
mM, MgClz 25 mM, ditiotreitol (DTT) 0.1 M, 40 U de RNaseOUT e 50 U de transcriptase reversa
(SuperScript Ill) em cada amostra, que foi incubada a 50°C por 50 minutos. A mistura foi entdo
aguecida a 85°C por 5 minutos a fim de interromper a reacdo, centrifugada e refrigerada em
gelo. Posteriormente, cerca de 2 U de E. coli RNase (RNase H) foram adicionadas a mistura,
que foi incubada a 37°C por 20 minutos a fim de eliminar o RNA remanescente. A reacao teve
um volume final de 21L, e foi estocada a -20°C antes de ser utilizada para a reacdo em cadeia

da polimerase em tempo real (QPCR).
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Oligonucleotideos iniciadores (primers)

Para amplificagdo do gene do AR-FL foi utilizado o ensaio Hs00171172_m1 (Life
Technologies) e para o gene de referéncia foi utilizada a beta-2microglobulina (82m), ensaio
Hs00984230_m1 (Life Technologies). Este ensaio para o AR-FL ndo amplifica nenhuma das
isoformas em estudo, sendo especifico para os transcritos 1 (Gl:349501065) e 2
(G1:349501066) deste gene, que sado correspondentes ao AR completo (AR-FL, full-length),
contendo 8 exons. Para as andlises moleculares das AR-Vs foram utilizados ensaios
desenhados pelo nosso grupo de pesquisa, sintetizados pela empresa Life Technologies. Na
tabela 1 estdo descritas as sequéncias dos ensaios utilizados. A fim de inferir um valor para a
expressdo do AR-V7, foi analisada a razéo entre as expressfes AR-V4V7 /| AR-V4, que se

admitiu corresponder aos niveis de expressao da isoforma AR-V7.

Para o estudo da expressao génica dos genes envolvidos com o ciclo celular e com a
apoptose (TP53, MDMZ2, CDKNAl, BAX e BCL2) foram utilizados ensaios TagMan

inventariados da empresa Life Technologies (Tabela 1).
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Tabela 1: Sequéncias dos ensaios para amplificagdo do mRNA do AR-V1, AR-V4 e AR-V4V7.
Oligonucleotideos sense, antisense e sonda. Para a amplificacdo dos transcritos AR-FL, 82m,
TP53, MDM2, CDKNA1, BAX e BCL2 foram utilizados ensaios inventariados da empresa
LifeTechnologies.

AR-V1
SENSE 5 - AGGGTGTTTGGAGTCTCAGA - 3
ANTISENSE 5 - CCAGGAATGAATCATCTACAAA -3
SONDA 5 - TTCCTTAAAGACTACCTTCAGACTC - 3’ (VIC)
Tamanho do Fragmento 106 pb
AR-V4
SENSE 5 - GACACTAACCCCAAGCCATAC - 3’
ANTISENSE 5 - ACTGTCTGATGTTGCTCTGTG - 3
SONDA 5 -TTGTTTTCTGTCAGTCCCATTGGTGC - 3’ (VIC)
Tamanho do Fragmento 182 pb
AR-V4Vv7
SENSE 5 - CTCTTGATTGCTGACTCCCTC - 3
ANTISENSE 5 - ACAACTACATGAGTGGTAACCA - 3
SONDA 5 - AGGTAGGAAAACACTATTGGTCCCGC - 3'(VIC)
Tamanho do Fragmento 108 pb
AR-FL
* vide ensaio Hs_00171172 (LifeTechnologies)
BAX
* vide ensaio Hs00180269_m1 (LifeTechnologies)
BCL2
* vide ensaio Hs00608023_m1 (LifeTechnologies)
CDKN1A
* vide ensaio Hs00355782_m1 (LifeTechnologies)
TP53
* vide ensaio Hs01034249 m1 (LifeTechnologies)
MDM2

* vide ensaio Hs00242813 m1 (LifeTechnologies)

Amplificac@o por PCR em tempo real

A andlise molecular foi realizada através da PCR em Tempo Real, com sistema de
deteccdo de sondas (ensaios) TagMan® (Applied Biosystems). Os ensaios TagMan® séo
desenhados para detectar e quantificar com precisdo a expressdo de mRNA em uma reacgéo

de RT-PCR realizada em dois passos. O primeiro passo consiste na transcricdo reversa (RT,
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reverse transcription), descrita no item “Sintese de cDNA”. Na reacdo subsequente, o produto
da transcricdo reversa serve como molde para a reacdo de PCR utilizando sondas TagMan®
especificas para o mRNA que se deseja avaliar. Os ensaios TagMan® (Gene Expression
Assays) consistem em um par de primers ndo-marcados e uma sonda TagMan® com
marcagdo FAM™ ou VIC® na extremidade 5 e MGB (minor groove binder) e NFQ
(nonfluorescent quencher) na extremidade 3'. Este ensaio é baseado na atividade 5’-nuclease
da enzima Taq DNA polimerase. Durante o passo de amplificacdo, a sonda TagMan® anela
especificamente a sequéncia complementar em uma posicao entre os locais onde os primers
sense e antisense estéo anelados. Quando a sonda esta intacta, a proximidade entre o reporter
dye e o quencher dye resulta na supressdo da fluorescéncia do reporter. Quando a
amplificacédo ocorre, a DNA polimerase cliva a sonda que esta hibridizada na sequéncia-alvo.
Esta clivagem separa o reporter dye e 0 quencher dye, o que resulta na emissdo de sinal
fluorescente pelo reporter dye. Assim, o processo de amplificacdo que ocorre durante a PCR
resulta na hidrélise da sonda gerando um aumento do sinal fluorescente. O nivel de
fluorescéncia é entdo registrado por um detector de laser ao final de cada ciclo e é utilizado
para a producdo do grafico de amplificacdo. O equipamento utilizado foi o PCR real time

StepOne Plus (Applied Biosystems).

As condi¢des de reacdo foram: desnaturacgdo inicial a 94 °C por 2 minutos, e 45 ciclos
continuando a desnaturagdo em 94 °C por 50 segundos, anelamento e extenséo a 60 °C por 45
segundos. Uma curva-padrdo com 5 pontos em triplicata com concentracdo conhecida de
cDNA foi utilizada para quantificar as amostras (quantificagéo relativa). Os valores quantitativos
foram obtidos a partir do ciclo limiar (Ct, threshold cycle), onde o aumento do sinal fluorescente

foi associado com um aumento exponencial do produto da qPCR detectado.

Imunohistoquimica

Para avaliacdo da expressado proteica de AR-FL e AR-V7 foi utilizada a técnica de
imunohistoquimica no tecido proveniente de blocos de parafina (FFPE, do inglés formalin-fixed
paraffin-embedded). Os espécimes fixados em formalina e incluidos em parafina, foram
submetidos ao corte histolégico em micrétomo regulado para a espessura de 4 um. Os cortes

foram posicionados em laminas previamente silanizadas. Para proceder com a técnica de
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imunohistoquimica, as laminas foram aquecidas em estufa a 80°C por uma hora,
desparafinizadas em xilol, reidratadas em alcool etilico e posteriormente em agua destilada. A
recuperacao antigénica foi realizada em banho-maria por uma hora a 95°C no tampé&o citrato. A
atividade de peroxidase enddgena foi bloqueada com solucao de perdxido de hidrogénio a 3%
em metanol por 30 minutos. Os cortes foram posteriormente incubados, overnight a 4°C, com
0s seguintes anticorpos primarios: Anti-AR-V7, mouse monoclonal (Fabricante: Precision
Antibody) na diluicdo 1:200, AR (C-19) rabbit polyclonal (Fabricante: Santa Cruz) na diluicdo
1:400 ou AR (PG21) rabbit polyclonal (Fabricante: Millipore) na diluicdo 1:400. Apds a
incubacdo, foi aplicado o sistema de detecgdo anticorpo secundario goat anti-mouse IgG-HRP
(Marca: Santa Cruz Biotechnology, céd: 2005) ou anticorpo secundario goat anti-rabbit IgG
antibody, (H+L) HRP conjugate (Marca: Merck Millipore, céd: AP307P) e a visualizagcdo da
reacao foi obtida com Liquid Dab (Dako, K3468), conforme recomendac¢des do fabricante. Apds
a visualizagdo, as laminas foram contra-coradas em hematoxilina de Harris por 1 minuto, os
cortes foram desidratados em &lcool absoluto e colocados em xilol para a montagem das

l&minas em resina do tipo Entellan.

Coloragéo com HE

Todas as amostras que foram utilizadas na técnica de imunohistoquimica também
foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) para visualizacdo hist6logica. Os espécimes
fixados em formalina tamponada 10%, processados e incluidos em parafina, foram submetidos
ao corte histolégico em micrétomo regulado para a espessura de 4 pm. Os cortes colocados
em laminas foscas foram aquecidos em estufa a 80°C por uma hora, desparafinizados em xilol,

reidratados em &lcool etilico e posteriormente lavados em agua destilada.

As laminas foram colocadas no corante Hematoxilina de Harris por 5 minutos, depois
lavadas em agua corrente, diferenciadas em éalcool-acido por 1 minuto, lavadas novamente em
agua corrente e mergulhadas em carbonato de litio 1%. Posteriormente, as laminas foram
colocadas no corante eosina por 3 minutos, desidratadas em alcool absoluto e colocadas em

xilol para a montagem com resina do tipo Entellan.
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H Score

Os resultados da imunohistoquimica foram analisados semi-quantitativamente pela
porcentagem de intensidade de coloragdo. Pela formula [(1 x % de células coradas com
intensidade fraca) + (2 x % de células coradas com intensidade média) + (3 x % de células
coradas com intensidade forte), obteve-se o escore H (H-Score) (Detre, Saclani Jotti et al.
1995; Welti, Rodrigues et al. 2016). O escore H variou de 0 a 300, sendo as amostras que
apresentaram um escore <100 foram consideradas fracas, aquelas que apresentaram um
escore entre 100 e 200 foram consideradas médias, e aquelas que apresentaram um escore

>200 foram consideradas fortes (Welti, Rodrigues et al. 2016).

Razado N/C terminal

A determinacdo da expressao as AR-Vs tem sido algo desafiador, dada a auséncia de
anticorpos capazes de detectar especificamente a proteina de grande parte das AR-Vs. Para
suprir essa limitacdo, alguns autores sugerem uma abordagem que se baseia no fato de que as
AR-Vs ndo sdo reconhecidas pelo anticorpo direcionados a regido C-terminal do AR-FL,
enquanto que tanto as AR-Vs quanto o AR-FL s&o detectados pelo anticorpo que reconhece a
regido N-terminal. Isto permite que através da razdo da marcagdo dos anticorpos que
reconhecem as regides N e C-terminal (AR-NTD/AR-CTD) se faca a identificacdo das AR-Vs
(Zhang, Morrissey et al. 2011). Desta forma, utilizamos anticorpos para os dominios N e C-
terminal da proteina do AR para verificar a prevaléncia das variantes do AR com o dominio C-
terminal truncado. Este método ja foi previamente utilizado por outros autores (Zhang,
Morrissey et al. 2011) e o resultado corresponde a expressado total das AR-Vs, porém nédo
fornece dados acerca de qual AR-Vs estd sendo expressa em maior nivel. Por isso, realizamos
a identificacdo isolada de AR-V7 utilizando um anticorpo especifico para esta isoforma, o qual é

o Unico anticorpo, disponivel no momento, capaz de detectar uma variante especifica do AR.

Exame anatomopatoldgico e classificacao dos tumores

O exame anatomopatoldgico dos espécimes cirlrgicos e a confirmacao da presenca ou

auséncia de tecido tumoral nas amostras de tecido foram realizados por microscopia éptica

pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) pelo Servigo de Patologia do HCPA.
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A classificacdo histologica da agressividade tumoral seguiu o escore desenvolvido por
Gleason em 1974, que se baseia no grau da perda da arquitetura normal do tecido tumoral
(forma, tamanho e diferenciacdo das glandulas). Esta classificacdo leva em conta o grau de
Gleason e o escorre de Gleason. O escore de Gleason € a soma do grau primario
(representando a maior parte do tumor) e do grau secundario (relacionado a menor parte do
tumor) e € um ndmero que varia de 2 a 10. Quanto mais alto o escore de Gleason, mais
agressivo é o tumor e pior € o prognostico do paciente (O'Dowd 2001). A classificagdo segundo

este escore foi feita pelo Servico de Patologia do HCPA.

O estadiamento patolégico, pTNM, foi avaliado de acordo com o resultado do exame
anatomopatoldgico do espécime cirargico conforme a escala de classificac@o internacional de
tumores (Sobin and Wittekind 2002), onde pT, pN e pM correspondem, respectivamente, a T
(extensao do tumor primario), N (auséncia ou presenca e extensdo de metastase em linfonodos

regionais) e M (auséncia ou presenca de metastase a distancia).

4.5  Estudo dos niveis intrateciduais e circulantes de androgénios

Dosagem intraprostética de androgénios

A dosagem de esteroides foi realizada em amostras de soro e tecido de CaP primario e
HPB. A quantificacdo dos esteroides foi realizada pela técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry - LC-MS/MS) de acordo com protocolo previamente publicado (Bertin, Dury et al.
2015; Dury, Ke et al. 2016). Em resumo, 0,05 a 0,34 g de tecido congelado foram utilizados
para a preparacdo das amostras. Apos a remocéo de fosfolipideos e extragao liquido-liquido,
as amostras foram injetadas utilizando um UPLC (LC-30AD system; Shimadzu; ON, Canada)
acoplado a um AB Sciex Qtrap 6500™ utilizando modo MRM (Multiple Reaction Monitoring). Os
resultados foram corrigidos por grama de tecido e apresentados como ng/g. Para as amostras

de soro, os resultados foram corrigidos pelo volume e apresentados como ng/ml.
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4.6  Estudo in vitro da modulacao androgénica das AR-Vs

Cultura de linhagem celular

As linhagens celulares LNCaP e C4-2B foram obtidas da American Type Culture
Collection (Manassas, VA, EUA) e do MD Anderson Cancer Center (Texas, USA),
respectivamente. As células foram mantidas a 37° C com 5% de CO2, em meio RPMI 1640
(Gibco BRL, NY, EUA) suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco BRL, NY, EUA). As passagens
foram realizadas com tripsina/EDTA (0,25% w/v e 0,53 mM, respectivamente) (Gibco BRL, NY,
EUA). Quando atingiram a confluéncia de 80%, as células foram tripsinizadas e semeadas em

placas especificas para as analises de modulagdo hormonal.

Tratamento hormonal

As células C4-2B foram semeadas na densidade de 3 x 103 células em placas de 24
pocos para as avaliagcdes de proliferacao e expressao génica e na densidade de 5 x 102 células
em placas de 6 pocgos para a avaliagdo de localizacdo celular, todas em resposta ao tratamento
hormonal. As células foram cultivadas por 24 horas para que aderissem a placa de cultivo, e
entdo foi iniciado o protocolo experimental. No dia do inicio do experimento, as placas foram
dividas em seis grupos: grupo 1 (DHT10® M), grupo 2 (DHT10® M + FLU 10°® M), grupo 3
(DHT1013 M), grupo 4 (DHT10** M + FLU 10% M), grupo 5 (FLU 10°) e grupo 6 (controle de
veiculo, etanol), conforme apresentado na Figura 7. Todos os tratamentos foram preparados
com 10% de SBF desteroidado e 1% antibiético (penicilina/estreptomicina). O dia do inicio do
tratamento foi considerado como dia 0. As células foram mantidas em cultura sob o tratamento
por 3, 6 e 9 dias, conforme apresentado na Figura 8. Este mesmo protocolo foi utilizado para os

experimentos com as células LNCaP.
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1=-r— DHT 103

2-—DHT10® +FLU 10 * M
3 DHT 103

4 —— DHT 103 + FLU 10 M

S5+—FW10°M

6 = CONTROLE

Figura 7 Algoritmo dos grupos experimentais. Grupo 1: tratamento com DHT10® M. Grupo 2:
tratamento com DHT10® M associado a FLU 10® M. Grupo 3: tratamento com DHT1013 M.
Grupo 4: tratamento com DHT10*® M associado a FLU 10 M. Grupo 5: tratamento com FLU
106. Grupo 6: controle de veiculo - foi acrescentado o veiculo (etanol absoluto) no mesmo
volume das drogas utilizadas nos demais grupos.

A A
Dia 0 |Dia3| |Dia5| |Dia9|

I Inicio dos tramentos I *RNA *RNA *RNA
RNA "Icc *IcC *ICC
.IcC *SRB *SRB *SRB
*SRB

Figura 8 Protocolo experimental do cultivo celular. Representagdo esquematica do protocolo
experimental do cultivo celular.

Para testar a possivel modulagdo androgénica do AR e suas isoformas pelo tratamento
com androgénios, foi realizada a andlise da expressédo génica do AR-FL e de suas isoformas
(AR-V1, AR-V4 e AR-V7) por gPCR, expresséo proteica do AR e de sua isoforma AR-V7 por

imunofluorescéncia e a avaliagdo do crescimento celular por sulforrodamina B (SRB).
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Avaliacdo da expresséo génica do AR e de suas isoformas

Para avaliagdo da expressdo do mRNA do AR e das AR-Vs, foram utilizadas placas de
24 pocos (1,9 cm?/poco) com 3x103 células semeadas por pogo, divididas nos grupos de
tratamento, sendo direcionados oito po¢os para cada grupo. Foram avaliados os niveis de
expressdo no dia 0 (sem tratamento), e nos dias 3, 6 e 9 (com tratamentos). As placas foram
colocadas no gelo e 0 meio de cultura foi desprezado. Entdo, as células foram lisadas
diretamente nas placas com 1 mL/10 cm2 do reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo uma
adaptacao do protocolo do fabricante, ja padronizada em nosso laboratério. O homogeneizado
de cada grupo foi coletado e transferido para um microtubo de 2 mL onde foi incubado a 15-30
°C por 5 minutos; a partir desta etapa, o procedimento de extracdo de RNA foi realizado
conforme descrito na sessdo “Extragdo de RNA total”’, do subtitulo “4.4 Estudo da expresséao

tecidual das AR-Vs”.

Foi realizada a sintese do cDNA a partir de 1ug de RNA total utilizando o conjunto de
reagentes especificos GoScript™ Reverse Transcription System (Promega). Apds a
desnaturacdo do RNA com Oligo(dT)is e Nuclease-Free Water a 70°C por 5 minutos, a amostra
foi acondicionada em gelo por pelo menos 5 minutos. Entdo, foi centrifugada por 10 segundos
e foi adicionada uma mistura contendo GoScript™ 5X Reaction Buffer, MgCI2, PCR Nucleotide
Mix, Recombinant RNasin®, GoScript™ Reverse Transcriptase e Nuclease-Free Water em
cada amostra, que foi incubada a 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos e 70°C por 15
minutos. A mistura foi entdo centrifugada e estocada a -20°C antes de ser utilizada para a
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR). Esta reagdo de sintese de cDNA teve

um volume final de 10pL.

A avaliacéo da expressdo do mRNA do AR e das AR-Vs em cultura celular foi realizada
através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real a partir de transcrigéo
reversa (QRT-PCR). Para avaliar os dados de expressdo génica, foi realizado o método do
AACt (Livak and Schmittgen 2001). Todos os experimentos foram realizados em duplicata e a

beta-2microglobulina (82m) foi utilizada como gene normalizador.
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Avaliacdo da expresséo proteica do AR e do AR-V7

Para avaliagdo da expresséo proteica do AR e das AR-Vs, foram utilizadas placas de 6
pocos (9,03 cm?/pogco) com 5x10° células semeadas por poco, divididas nos grupos de
tratamento, sendo direcionado um poco para cada grupo. Para esta avaliacdo, foi utilizada a
técnica de imunocitoquimica com fluorescéncia. Inicialmente, as células foram fixadas em
lamina com paraformaldeido a 4% por 30 minutos, permeabilizadas com 0,1% Triton X-100 em
tampaéo fosfato por cinco minutos e bloqueadas com BSA 5% por duas horas a temperatura
ambiente. Apdés o bloqueio, as células permaneceram incubadas durante 24 horas com os
anticorpos primarios: anti-AR C19 e anti-AR-V7. Em seguida, as laminas foram incubadas em
camara escura e Umida com o anticorpo secundario correspondente conjugado com fluor6foro
por duas horas. As células foram avaliadas em um microscépio Optico Confocal Olympus
FV1000 através do programa Olympus Fluoview FV10-ASW 4.2 viewer e as imagens foram

armazenadas em um computador IBM-PC compativel.

Avaliacéo da proliferacéo celular

Para avaliagdo da proliferagcéo celular foram utilizadas placas de 24 pocos, com uma
densidade de 3x102 células por pogo. O dia do plaqueamento foi considerado como dia 0. No
dia seguinte, as células foram divididas nos grupos de estudo conforme as diferentes doses
recebidas de DHT e associagdo ao anatagonista do receptor (Figura 6). O dia incial do
recebimento dos tratamentos foi considerado como dia 1 e as culturas foram matidas até o dia
9, sendo avaliadas imediatamente antes de receberem os tratamentos e nos dias, 3, 6 e 9 com
0 ensaio da Sulforrodamina B (SRB) (Skehan, Storeng et al. 1990). Antes da realizacdo do
ensaio, 0 meio de cultivo das células foi substituido por um meio sem adi¢do do SBF, seguindo
uma adaptacdo do protocolo original, visto que as proteinas presentes no SBF podem ser
fixadas juntamente com as células durante o processo, o que pode levar a um falso aumento
dos valores de densidade celular (Papazisis, Geromichalos et al. 1997). Na sequéncia, as
células foram fixadas com 100 pL de &cido tricloroacético 50% (TCA 50%) e incubadas por 1h
a 4°C. Apos, as células foram lavadas quatro vezes com agua destilada corrente de forma a
eliminar qualquer resquicio de corante presente que poderia interferir na quantificacdo

espectrofométrica. Apés as placas serem secas em fluxo de ar, foram adicionados 200 pL de
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solugdo de SRB (0,4% em &acido acético 1%) por pogo seguido de incubagdo em temperatura
ambiente por 25 min. Entdo, as células foram lavadas quatro vezes com 200 pL de acido
acético a 1% para eliminar o excesso de corante e, por fim, solubilizadas com 200 uL de Tris
10 mM e incubadas em agitacdo por 10 minutos a temperatura ambiente. A absorbéancia foi

medida a 510 nm utilizando um espectrofotdmetro de placas AnthosZenyth 200 rt.

A fim de se obter a proporcdo de crescimento celular conforme os grupos de
tratamento hormonal, todos os valores finais de absorbancia foram ajustados em relagdo a
quantidade inicial de células semeadas (T0). Assim, para cada experimento de proliferacdo
celular, no primeiro dia ap6s a semeadura, foi realizado o ensaio de SRB para se obter o valor
de absorbancia basal celular do experimento em questdo. A proporcdo de crescimento celular
em cada um dos grupos de andlise foi obtida através da subtragdo da absorbancia final pela
absorbancia basal, dividido pela absorbancia final do controle subtraida da absorbancia basal
do controle. Neste calculo, o grupo controle (grupo 6 - controle de veiculo, etanol) teve

proliferagéo considerada como 100% (Vichai and Kirtikara 2006).

Férmula utilizada: ((média amostra-T0)/média controle-T0) *100

4.7  Deposicéo final de residuos e biosseguranca

Apbs os experimentos, os restos de tecidos foram acondicionados em sacos brancos,
lacrados e identificados com o rétulo de lixo biolégico de tamanho adequado com todas as
informacdes requeridas. Os meios de cultura celular e as células remanescentes presentes no
interior das garrafas de poliestireno foram etiquetados como lixo biolégico e entregues ao
servico de coleta competente, licitado pela UFRGS. Residuos de fenol foram tratados como lixo
quimico, que foi coletado pelo servigo de coleta sediado no Instituto de Quimica da UFRGS.
Quaisquer outros residuos gerados pela pesquisa em questdo foram descartados conforme

indicagdo do servigo de coleta sediado no Instituto de Quimica da UFRGS.
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4.8 Analise estatistica

Os resultados de expressao génica e proteica foram avaliados quantitativamente. Para
avaliacdo da distribuicdo dos resultados obtidos pelas analises de expressdo tecidual dos
grupos HPB e CaP foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os resultados que
apresentaram distribuicdo paramétrica foram apresentados como média e desvio padrdo e
analisados pelo teste t de Student. Os resultados que n&o apresentaram distribuicdo
paramétrica foram apresentados como mediana e intervalo interquartil e analisados pelo teste
U de Mann-Whitney. Para avaliar a associagéo entre os dados de expresséo génica das AR-Vs

e outras variaveis continuas foi realizada correlagdo de Spearman.

Para as analises da modulagdo androgénica em cultura celular foi empregado o teste
de Equacdes de Estimativas Generalizadas (GEE). No caso do presente estudo, foram
realizadas culturas celulares de um mesmo tipo de linhagem celular (C4-2B). No esquema
experimental das culturas, as células C4-2B foram submetidas a seis diferentes tratamentos em
quatro tempos de experimento, de forma que a combinacdo grupo de tratamento-tempo de
experimento totalizou 24 grupos por caso. Desta forma, os grupos ndo puderam ser tratados de
forma independente, uma vez que h& correlagcdo tanto entre os diferentes grupos (células
provenientes de uma mesma linhagem celular) quanto entre os tempos de tratamento,
caracterizando uma relacdo de dependéncia entre as variaveis, o que justifica a escolha do
GEE para as analises dos resultados obtidos em cultura celular. O teste de GEE foi seguido

pelo teste post-hoc Bonferroni.

Todas as andlises foram realizadas no pacote estatistico SPSS versdo 20 (Statistical

Packages for the Social Sciences) e o nivel de significAncia adotado foi de 5 %.

4.9 Local derealizacdo do projeto

Os experimentos de cultura celular, imunocitoquimica com fluorescéncia e expressao

génica foram realizados no Laboratorio de Biologia Molecular Endécrina e Tumoral (LaBIMET),

localizado no Departamento de Fisiologia, UFRGS, que dispde da infraestrutura adequada para
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a execucao dos procedimentos utilizados neste estudo. As coletas de tecido prostatico foram
realizadas no Bloco Cirargico do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com
acompanhamento do Servico de Urologia do HCPA. Os experimentos relacionados a
expressdo proteica (imunohistoquimica) foram realizados e as imagens analisadas no Servico
de Patologia Experimental do HCPA. A andlise das imagens de imunocitoquimica com
fluorescéncia foram capturadas no Centro de Microscopia Confocal da UFRGS. As dosagens
intraprostaticas de esteroides foram realizadas na Endoceutics (Canada), em parceria com o

Dr. Fernand Labrie.

4.10 Fontes de financiamento

Este projeto foi financiado com recursos financeiros das seguintes agéncias de fomento:

FIPE/HCPA (n° 14-0397), CNPq (n° 477148/2013-1), CAPES e FAPERGS.
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5. RESULTADOS

O presente trabalho tera seus resultados divididos nos seguintes capitulos:

I. Estudo dos niveis intrateciduais e circulantes de esteroides

Il. Estudo da expresséo tecidual das AR-Vs

Apresentados no artigo “Androgen receptor isoforms expression in benign prostatic
hyperplasia and primary prostate cancer’ publicado na revista PlosOne, v. 13, n. 7, p. 1-17,

2018. DOI: 10.1371/journal.pone.0200613.

[ll. Estudo in vitro da modulacgdo androgénica das AR-Vs

Apresentados no artigo “Androgenic modulation of AR-Vs” publicado na revista

Endocrine, p. 1-10, 2018. DOI 10.1007/s12020-018-1682-5.
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Capitulo | -

Estudo dos niveis intrateciduais e circulantes de esteroides
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Introducéo

Os androgénios sdo uma classe de hormdnios esteroides que exercem papel
fundamental na biologia da prostata, eles regulam o desenvolvimento e a manutencdo das
caracteristicas masculinas, incluindo o crescimento e a fungé@o prostatica (Xu, Chen et al.
2015). A terapia de ablacdo hormonal é, junto com o tratamento cirdrgico e a terapia de
radiacdo, a abordagem de escolha para o CaP localizado. As células tumorais da prostata sao
particularmente responsivas aos androgénios (testosterona e dihidrotestosterona), o que
fundamenta o protocolo de redugdo dos niveis circulantes de testosterona em homens com
CaP. Entretanto, a associagdo entre o desenvolvimento do CaP e os niveis circulantes de
testosterona é bastante controversa; inclusive ja foi demonstrada a relagdo oposta entre a
varidvel e o desfecho em questdo (Morgentaler 2006). Além disso, a associacdo entre a queda
dos niveis circulantes de testosterona e o desenvolvimento do CaP tem estimulado novas

ideias acerca da etiologia e prevencao primaria do CaP primario (Xu, Chen et al. 2015).

A ablacdo androgénica promove reducdo nos niveis circulantes de testosterona.
Entretanto, mesmo frente a esta regulacdo hormonal negativa, muitos pacientes acabam
progredindo para um estagio de doenca que nao-responsivo a este bloqueio androgénico,
conhecido como CRPC (do inglés castration resistant prostate cancer) (Uo and Sprenger
2018). Diversos sdo os mecanismos propostos para a recidiva desta doenga, porém a
manutenc¢do do sinal do AR parece ser capital. As teorias mais aceitas incluem variagées nos
niveis do(s) ligante(s) intrateciduais, aumento da expressao do receptor, mutacdes no receptor,
presenca de correguladores e fatores que possam levar a ativacdo do receptor

independentemente dos niveis de ligante (Scher and Sawyers 2005).

Ainda que os niveis circulantes de androgénios possam estar reduzidos, os niveis
intrateciduais podem ser mantidos em determinado nivel que seja suficiente para a
manutenc¢éo do sinal do AR. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi analisar e comparar os

niveis circulantes (séricos) e intrateciduais de esteroides em amostras de HPB e CaP.
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Resultados

Foram mensurados esteroides participantes via esteroidogénica em amostras de tecido
e de soro de pacientes com HPB e CaP (Figura 1, (Locke, Guns et al. 2008)). Os resultados

estdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2.

Colesterol
Pregnenolona
/ \
17-OH-pregnenolona Progesterona
DHEA 17-OH-progesterona
J !
S-androstenediol 4-androstenediona
Testosterona

!

Dihidrotestosterona

Figura 1. Esquema da via de sintese de esteroides a partir do colesterol. Os horménios que

foram dosados estdo sublinhados. Adaptado de (Locke, Guns et al. 2008).

O tecido hiperplasico benigno apresentou maiores niveis de T, 4-androstenediona (4-
diona) e progesterona que o tecido de carcinoma hormdnio-sensivel (P=0.001, P=0.001, e

P<0.001, respectivamente).
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Tabela 1 Medida de esteroides intraprostaticos
HPB CaP Valor P
DHEA, ng/g n=103 n=34
Mediana (IQR) 36,69 (84,34) 26,40 (95,81) 0,639
T, ng/g n=97 n=32
Mediana (IQR) 0,14 (0,32) 0,07 (0,112) *0,001
4-diona, ng/g n=99 n=32
Mediana (IQR) 0,17 (0,26) 0,07 (0,12) *0,001
5-diol, ng/g n=101 n=33
Mediana (IQR) 0,46 (0,56) 0,47 (0,63) 0,541
DHT, ng/g n=102 n=33
Mediana (IQR) 3,58 (4,18) 2,47 (3,14) 0,202
Progesterona, ng/g n=99 n=30
Mediana (IQR) 0.10 (0,12) 0,05 (0,07) *<0,001

Valor P foi determinado pelo teste U de Mann—-Whitney U.

Quanto aos niveis circulantes, somente 5-androstenediol (5-diol) foi diferente entre os

grupos, apresentando niveis mais elevados nas amostras séricas do grupo CaP (P=0.025,

Tabela 2).
Tabela 2 Medida de esteroides séricos
HPB CaP Valor P
n=13 n=9
DHEA, ng/g 1.23 (0.47) 0.98 0.794b
Mediana (IQR)
T, ng/g 3.35(0.91) 4.29 (1.60) 0.0962
Média (SD)
4-diona, ng/g 0.44 (0.21) 0.35 (0.48) 0.695°
Mediana (IQR)
5-diol, ng/g 0.27 (0.19) 0.46 (0.49) *0.025P
Mediana (IQR)
DHT, ng/g 0.33(0.13) 0.39 (0.15) 0.3382
Média (SD)
Progesterona, ng/g 0.03 (0.02) 0.04 (0.04) 0.186°
Mediana (IQR)

a Valor P foi determinado pelo teste t de Student.

b Valor P foi determinado pelo teste U de Mann-Whitney U.

A andlise de correlacdo de Spearman sugere que, nas amostras de HPB, a T parece
ser sintetizada via progesterona/4-diona. Por outro lado, nas amostras de cancer, ambas as
rotas da via de esteroidogénese (progesterona/4-diona e DHEA/5-diol) parecem estar

envolvidas na sintese de T (Tabelas 3, 4 € 5).
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Tabela 3 Coeficiente de correlacdo entre esteroides intraprostaticos
Progesterona T DHT

HPB CaP HPB CaP HPB CaP

4-diona 0,467 0,713 0,649 0,518 -0,257 0,062
(<0,001)* (<0,001)* (<0,001)* (0,003)* (0,011)* (0,740)

N=95 N=30 N=96 N=31 N=98 N=31
Progesterona - - 0,206 0,183 -0,112 -0,136
(0,047)* (0,341) (0,272) (0,482)

N=93 N=29 N=98 N=29

Correlacdo de Spearman para associagdo entre variaveis. Os resultados estdo apresentados
como rs (P). Valores P< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos e estdo
indicados por asterisco (*).

Tabela 4 Coeficiente de correlacdo entre esteroides intraprostaticos
DHEA T DHT
HPB CaP HPB CaP HPB CaP
5-diol 0,877 0,826 0,071 0,358 0,228 0,262
(<0,001)* (<0,001)* (0,496) (0,048)* (0,023)* (0,147)
N=101 N=33 N=95 N=31 N=100 N=32
DHEA - - 0,117 0,565 0,186 0,536
(0,253) (0,001)* (0,061) (0,001)*
N=97 N=32 N=102 N=33

Correlacao de Spearman para associagdo entre variaveis. Os resultados estao apresentados
como rs (P). Valores P< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos e estao
indicados por asterisco (*).

Tabela 5 Coeficiente de correlacéo entre esteroides intraprostaticos
DHT
HPB CaP
T -0,332 0,357
(0,001)* (0,049)*
N=96 N=31

Correlacdo de Spearman para associacdo entre variaveis. Os resultados estdo apresentados
como rs (P). Valores P< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos e estao
indicados por asterisco (*).

Discussao

O papel central dos androgénios na biologia da prostata é amplamente conhecido. De
fato, o balanco entre a proliferacdo induzida por androgénios e a apoptose € um importante

regulador do crescimento, tanto na préstata normal quanto na préstata tumoral.

A partir da analise dos niveis de esteroides intrateciduais e séricos pela tecnologia LC-

MS/MS, observamos que as amostras de CaP apresentam niveis intrateciduais reduzidos de T,
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4-diona e progesterona quando comparadas a amostras de HPB. A dosagem de DHEA e DHT
intratecidual também apresentou valores menores no grupo CaP, entretanto, esses valores nao

foram significativamente diferentes entre os grupos.

Por outro lado, quando analisados os niveis séricos de esteroides, somente 5-diol foi
diferente entre os grupos. As amostras de CaP apresentaram niveis mais elevados de 5-diol do
gue as amostras de HPB. N&o foram encontradas diferengas estatisticamente significativas
entre os niveis séricos de progesterona, DHEA, 4-diona, T ou DHT entre HPH e CaP. Em um
estudo prévio de nosso grupo de pesquisa (Biolchi, Silva Neto et al. 2013) também néao
encontramos diferencas nos niveis circulantes de T entre os grupos HPB e CaP. Porém,
quando HPB e CaP foram comparados ao grupo controle (homens saudaveis), ambos

apresentaram niveis diminuidos de T.

Estes dados demonstram que os niveis séricos de esteroides ndo refletem o ambiente
hormonal intraprostatico, o que corrobora com dados da literatura (Heracek, Hampl et al. 2007;
Goldenberg, Koupparis et al. 2011). A discordancia entre os niveis intrateciduais e circulantes
de esteroides pode refletir a variabilidade da maquinaria enzimatica que interconverte e
metaboliza os esteroides (Labrie, Dupont et al. 1993; Labrie, Luu-The et al. 1997; Gianfrilli,
Pierotti et al. 2014). Dentre as teorias para este fendmeno, a sintese intracrina de esteroides

ocupa papel de destaque.

A relac@o entre os niveis totais de T e o desenvolvimento do CaP é bastante
controversa. Por anos, se acreditou que a T seria uma causa direta para o CaP. Ainda que o
desenvolvimento do CaP seja androgénio-dependente, intrigantemente a incidéncia do CaP
aumenta conforme diminuem os niveis sistémicos de androgénios, cujos niveis reduzem
conforme o avancar da idade. Ainda que estudos prévios tenham demonstrado uma
associacdo entre o aumento do crescimento do cancer e altos niveis circulantes de T livre
(Parsons, Carter et al. 2005; Usoro, Obot et al. 2015), sugerindo que baixos niveis de T livre
poderiam atuar com um fator protetor contra o CaP, varios grupos independentes encontraram

uma associacao oposta (Stattin, Lumme et al. 2004; Morgentaler 2006; Xu, Chen et al. 2015).

Estudos recentes demonstraram que baixos niveis de T total e livre estdo associados a

um risco aumentado de CaP de alto grau, estando relacionados a uma doenca mais agressiva
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e de pior prognostico (sobrevida livre da doencga) (Biolchi, Silva Neto et al. 2013; Bayar, Sirin et
al. 2017; INCA 2017). Por outro lado, baixos niveis de T também foram relacionados a um risco
reduzido de desenvolvimento de HPB (Kristal, Schenk et al. 2008; Biolchi, Silva Neto et al.
2013). Ainda que neste trabalho n6s ndo tenhamos encontrado niveis séricos de T diferentes
entre CaP e HPB, os niveis intrateciduais de T foram menores no CaP. Desta forma, embora a
regresséo do CaP resultante da deprivacdo androgénica seja fato concreto e bem estabelecido,
esses resultados ndo suportam a hipétese de que a T seja a causa direta do CaP (Morgentaler

20086).

De modo semelhante, observamos uma diminui¢gdo nos niveis intraprostaticos de DHT
no grupo CaP quando comparado ao grupo HPB, ainda que esta diferenca n&o tenha sido
estatisticamente significativa. Estes dados estdo de acordo com trabalhos prévios que
demonstraram niveis teciduais de DHT aumentados na HPB quando comparada ao CRPC
(Mohler, Gregory et al. 2004; Titus, Schell et al. 2005). Uma explicagdo para que os valores
encontrados no presente trabalho ndo tenham alcancado significancia estatistica pode ser o
fato de alguns pacientes do grupo HPB estarem sob o uso de finasterida. Como ja
demonstrado na literatura, a finasterida causa um aumento dos niveis intraprostaticos de T e
uma diminuig&o reciproca dos niveis intraprostaticos de DHT (van der Sluis, Meuleman et al.
2012). Isto pode explicar porque os niveis de DHT encontrados no grupo CaP néo tenham sido
estatisticamente diferentes do grupo HPB, ainda que tenhamos observado valores menores no
CaP que na HPB. Em resumo, a finasterida pode ter reduzido os niveis intraprostaticos de

DHT, mascarando a diferenca entre HBP e CaP.

Nossos resultados corroboram com resultados da década de 1970, que mostraram um
discreto aumento nos niveis circulantes de progesterona nos pacientes com HPB. E ainda,
nestes pacientes, a T permanece em niveis semelhantes aqueles encontrados em homens
jovens saudaveis (Hammond, Kontturi et al. 1978), confirmado a relagéo entre altos niveis de T
e o desenvolvimento da HPB. Além disto, conforme este mesmo trabalho, as concentracdes de
progesterona e T nos pacientes com CaP ndo foram diferentes da populacdo referéncia
(Hammond, Kontturi et al. 1978). Em relacdo ao tecido hiperplasico, os elevados niveis
intraprostaticos sugerem que ndo somente 0s androgénios, mas também a progesterona,

exercem papel na patogénese da HPB, favorecendo o crescimento celular. Até o momento,
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ainda ndo esta claro como exatamente os esteroides influenciam a HPB, de forma que mais
estudos acerca dos processos fisiopatologicos envolvidos no desenvolvimento desta condi¢ao

S80 necessarios.

Ademais, também ¢é importante salientar que, ainda que nossos resultados discordem
de alguns estudos prévios, os métodos utilizados para mensurar os niveis de esteroides foram
diferentes. De fato, os dados publicados acerca dos niveis intrateciduais de esteroides variam
consideravelmente. Essa variacdo pode ser explicada também pelos diferentes métodos
utilizados na selecdo de pacientes, métodos de obtencdo e processamento das amostras e
ainda, ensaios e equipamentos utilizados para a quantificagdo dos niveis de esteroides (van
der Sluis, Vis et al. 2012). Uma limitacdo do nosso trabalho é a n&do-padronizacéo da coleta
sanguinea, que embora tenha sido realizada sempre no dia anterior da cirurgia, geralmente no
fim do dia - quando os pacientes recebiam e assinavam o TCLE-, o horario exato da coleta era

variavel.

A partir dos resultados obtidos pela andlise de correlagdo de Spearman, podemos
sugerir que, na HPB, a T seja sintetizada via progesterona/4-diona. Ja no CaP, a T parece ser
sintetizada tanto via progesterona/4-diona quanto via DHEA/5-diol. Entretanto, ainda que os
resultados deste trabalho suportem a ideia da via de sintese de T, eles ndo fornecem
evidéncias especificas. Em vista disto, € necessaria uma investigacao padronizada para avaliar

esta hipétese.

Concluséo

Os niveis circulantes de 5-diol sdo maiores no CaP que na HPB. Os demais esteroides
dosados ndo apresentaram diferenca entre os grupos. O grupo CaP apresenta menores niveis
intrateciduais de T, 4-diona e progesterona em relacdo a HPB. Esses resultados contrariam a
teoria de que a T seria causa direta para o CaP. Em suma, esses dados sugerem que a
reducdo dos niveis intrateciduais de T abaixo de determinado limiar possa desencadear uma
adaptacao celular que em (ltima instancia pode dar origens a eventos participantes do inicio do
processo de carcinogénese, como por exemplo, geracdo de mutacBes nos receptores

esteroidais que permitem a manutencao do sinal mesmo na auséncia de ligante.
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Abstract

The role of molecular changes in the androgen receptor (AR) as AR variants (AR-Vs) is not
clear in the pathophysiology of benign prostatic hyperplasia (BPH) and hormone-naive
PCa. The aim of the current work was to identify the presence of AR isoforms in benign tis-
sue and primary PCa, and to evaluate the possible association with tumor aggressiveness
and biochemical recurrence in primary PCa. The mRNA levels of full length AR (AR-FL) and
AR-Vs (AR-V1, AR-V4 and AR-V7) were measured using RT-qPCR. The protein expression
of AR-FL (AR-CTD and AR-NTD) and AR-V7 were evaluated by the H-Score in immunohis-
tochemistry (IHC). All investigated mRNA targets were expressed both in BPH and PCa.
AR-FL mRNA levels were similar in both groups. AR-V4 mRNA expression showed higher
levels in BPH, and AR-V1 and AR-V7 mRNA expression were higher in PCa. The AR-V7
protein showed a similar H-Score in both groups, while AR-CTD and AR-NTD were higher in
nuclei of epithelial cells from BPH. These results support the assumption that these constitu-
tively active isoforms of AR are involved in the pathophysiology of primary PCa and BPH.
The role of AR-Vs and their possible modulation by steroid tissue levels in distinct types of
prostate tumors needs to be elucidated to help guide the best clinical management of these
diseases.

Introduction

Prostate cancer (PCa) is the most common neoplasia among Brazilian men, with 68,220 new
cases estimated for the year 2018, corresponding to an estimated risk of 66.12 new cases per
100 thousand men, only behind non-melanoma skin cancer [1]. As prostatic cell growth is
androgen dependent, androgen ablation therapy has become the mainstay of treatment for
patients with PCa [2]. However, following a period of initial response, prostate cancer cells can
acquire the ability to proliferate despite very low circulating concentrations of androgen. This
androgen-independent proliferation is clinically significant, because the majority of men who

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613 July 20,2018
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develop resistance to hormonal therapy do not respond to currently available therapies. Dur-
ing this therapy resistance phase, the activation of androgen receptors (AR) may occur inde-
pendently of hormone binding [3, 4]. It is speculated that prostate cells use different
mechanisms to compensate for androgenic deprivation, and, recently, androgen receptor
splice variants (AR-Vs) have been associated with that androgen-independent growth [5].

The AR gene is composed of eight exons encoding a 110 kD protein. The AR protein com-
prises different domains: an N-terminal domain (NTD), encoded by exon 1; a DNA-binding
domain (DBD), encoded by exons 2 and 3; and the ligand-binding domain (LBD), encoded by
exons 4 to 8, which is the region where hormone binding occurs [5, 6]. When the hormone
binds to LBD, it allows the translocation of the receptor to the nucleus and the subsequent
transcriptional regulation of androgen-responsive genes [7]. However, although AR-Vs lose
LBD, they allow the AR signal to occur, even in the absence of androgen [5, 8-12]. Among the
variants already identified, AR-V7 is the most thoroughly studied to date [5, 9, 10]. However,
the role of AR-Vs in the pathophysiology of benign prostatic hyperplasia (BPH) and hormone-
responsive PCa needs to be better clarified [5]. Some authors have reported the presence of iso-
forms in normal tissue [9-11, 13]; however, those samples were obtained from normal tissue
of a prostate with cancer. It is noteworthy that samples of tissue adjacent to tumors, although
morphologically confirmed as non-neoplastic tissue, can present molecular alterations like
those found in malignant tissue (unpublished data). Some authors, when analyzing isoform
gene expression, observed that AR-Vs are expressed at levels substantially lower than AR-FL
[5, 9, 12]. In castration-resistant PCa (CRPC) samples, the AR-V expression levels are signifi-
cantly higher than the samples of primary PCa, and their expression is associated with a worse
clinical outcome [5, 9]. In addition, they have been associated with increased disease recur-
rence after radical prostatectomy compared with patients with low expression of AR-Vs [9].
The AR-Vs can have an important role in the complex regulatory mechanism of tumor cell
proliferation and drive molecular changes in this tissue. AR-Vs present an interesting complex
interaction between themselves. Heterodimerization between AR-Vs and with AR-FL could
have important impact at cellular level [14]. As demonstrated by Zhan et al. [14], AR-V7 het-
erodimerizes with AR-V1, AR-V4 and AR-V6, which facilitates its nuclear localization. These
isoforms could also dimerize with AR-FL, even in the absence of androgen. When dimerized
to androgen-bound AR-FL, these isoforms are piggybacked into the nucleus. AR-V1 could
heterodimerize with AR-V7 and as consequence the ability of AR-V7 to confer castration-
resistant cell growth is inhibited, which suggest that AR-V1 could act as a negative regulator of
AR-V7. Although this AR-Vs interplay were studied to investigate castration-resistant cell
growth, the presence, interaction and possible consequences of AR-Vs expression should be
taken in consideration even in benign tissue. The molecular mechanisms of AR-Vs interac-
tions still unclear, especially involving cell cycle and apoptosis-related genes. To provide a bet-
ter understanding of the molecular mechanisms of AR-Vs and pathophysiology of prostatic
tumors, in the present work, we investigate the expression of AR-Vs, cell cycle and apoptosis-
related genes in prostate tissue from patients with primary PCa or BPH, and their possible
association with tumor aggressiveness and biochemical recurrence in primary PCa.

Material and methods
Patient selection

Tissue samples from patients with primary PCa (n = 61) or BPH (n = 128) were obtained from
radical prostatectomy, prostatectomy or transurethral ressection (TURP). For mRNA analysis,
25 samples of primary PCa and 30 of BPH were used. For the immunohistochemical analysis,

6 samples of each group were used. The pathological diagnosis of the tissues was confirmed by
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the Pathology Service. This study was approved by the Research Ethics Committee of the Hos-
pital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Informed consent was obtained from all individual
participants included in the study. Clinical data for each patient were collected from the hospi-
tal electronic records and any of the authors had access to any information which could poten-
tially identify any individual patients.

Gene expression analysis

Molecular analysis was performed by quantitative PCR (qPCR) following reverse transcription
(RT), with a TagMan® probe detection system (Life Technologies™) using 10-fold diluted
samples. The gene for beta-2-microglobulin (B2M) was used as a reference gene for the
stabilization of gene expression levels among the different samples. For amplification of B2M
and AR, inventoried assays from Life Technologies™ were used (Hs00171172_m1 and
Hs00984230_m1, respectively). It is noteworthy that the assay used for AR amplified tran-
scripts 1 and 2 of the receptor (AR-FL). For the design of primers and probes specific for iso-
forms, the mRNA sequences described by Guo et al. [5], and available in UniGene under the
identifications FJ235917.1 (AR-V1), FJ235919.1 (AR-V4), and FJ235916.1 (AR-V7) [5] were
used. We also analyzed the cell cycle-related genes TP53, MDM2, CDKNA and apoptosis-
related genes BAX and BCL2 to study their possible association with AR-Vs and to help
towards a better understanding of the molecular mechanisms of AR-Vs. The sequences of
primers and probes are shown in Table 1.

We designed a specific assay to amplify AR-V1, since a unique region was identified in this
variant, which allowed isolated amplification of this isoform. Due to the close similarity
between the cDNA sequences of isoforms AR-V4 and AR-V7, after careful analysis, the design
of specific assays for these isoforms was not possible; thus, we chose the concomitant amplifi-
cation of the isoforms. Therefore, we designed assays for the joint amplification of transcripts
AR-V4 and AR-V7, and named this transcript AR-V4V7. The same was true for AR-V4 and
AR-V3. Even though both transcripts were amplified together, to simplify understanding, we
refer here the transcript AR-V3V4 as AR-V4. The ratio for AR-V4V7/AR-V4 was calculated to
represent AR-V7 expression, termed here as AR-V7rv (representative value).

Table 1. Sequences of primers and probes used for qRT-PCR.

Target Sequence
B2M Hs00984230_m1
AR-FL
AR-V1
AR-V4
AR-V4V7 TCCCTC
TACAT TGGTAAC
7 \CTATTGGTCCCGC—3"
BAX Hs00180269_m1
BCL2 Hs00608023_m1
CDKNIA Hs00355782_m1
TP53 Hs01034249_m1
MDM2 Hs00242813_m1

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.t001
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Immunohistochemistry (IHC) of AR-Vs

We chose to use three different antibodies to investigate AR expression. The PG21 antibody
recognizes the N-terminal domain (NTD), which is encoded by AR-FL and AR-Vs. Because of
this, antibodies recognizing AR-NTD detect both AR-FL and AR-Vs. The C-19 antibody rec-
ognizes the C-terminal domain (CTD), and since LBD-truncated AR-Vs lacks the CTD region,
they are consequently not recognized by the C-19 antibody. An alternative approach to detect
the presence of AR-Vs is to combine data obtained using antibodies recognizing AR-NTD and
AR-CTD, respectively.

IHC was performed on 4-um sections derived from FFPE blocks using the mouse AR-V7
monoclonal antibody (Precision Antibody), diluted 1:200; the rabbit polyclonal AR (C-19)
(Santa Cruz), diluted 1:400; and the rabbit polyclonal AR (PG21) (Millipore), diluted 1:400.
Antigen retrieval was achieved by heating in a water bath the slides in citrate buffer (pH 6.0)
for 1 hour at 95°C. Endogenous peroxidase was blocked using 3% H20O2 solution in methanol
for 30 minutes. The reaction was visualized using DAB chromogen (Liquid Dab, Dako) fol-
lowed by counterstaining with Harris hematoxylin. Cases were scored blind by two evaluators
as clinical data using the modified H-score (histological score) method, a semiquantitative
assessment of staining intensity that reflects antigen concentration [15, 16]. Briefly, the H-
score was determined according to the formula: [(% of weak staining) x 1] + [(% of moderate
staining) x 2] + [(% of strong staining) x 3], yielding a range from 0 to 300 [15, 16].

Statistical analysis

Data are reported as mean (standard deviation) when parametric, and as median values with
interquartile range (IQR) when non-parametric, and analyzed by Student’s ¢-test or Mann-
Whitney U test, respectively. In order to verify the association between the results of isoform
gene expression and the other continuous variables, a Spearman’s rank correlation was per-
formed. All P values were two-sided and P<0.05 was considered significant. All statistical anal-
yses were performed using SPSS 20.0 program. Graphs were constructed using SPSS or
GraphPad.

Results
Sample characterization

Clinical characteristics of patients are described in Table 2. Among the 61 PCa samples, 40
(66.7%) showed a Gleason score <7(3+4), and 20 (33.3%) showed a Gleason score >7(4+3).

Table 2. Sample characterization.

BPH PCa P value
Age at surgery, years n=128 n=61 0.510"
Mean (SD) | 66.70 (8.29) 65.85 (8.23)
PSA preoperative, ng/ml n=123 n=61 *<0.001°
Median (IQR) | 5.00 (6.54) 7.41 (6.76)
Estimated prostate weight ©, grams n=_89 n=42 *<0.001°
Median (IQR) | 62.00 (56) 36.50 (25)
Surgical specimen weight, grams n =57 n=55 *0.001°
Median (IQR) 56.00 (35) 42.00 (22)

a P value was determined T test. P values are corrected for ties
b P value was determined by the Mann-Whitney U test. P values are corrected for ties.

¢ Prostate weight estimated by ultrasound or digital rectal examination.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.t002
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One PCa case had Gleason data missing. Regarding the pathologic staging (pTNM), 4 (7.3%)
were classified as T1, 44 (80.0%) were classified as T2, and 7 (12.7%) as T3. Six PCa cases had
pTNM data missing. After surgery, 18 patients (32.7%) presented biochemical recurrence after
a median of 53 months.

AR-Vs are differentially expressed between BPH and PCa

We detected all analyzed AR transcripts in BPH and primary PCa samples. The mRNA expres-
sion of AR-FL showed no difference between the groups (P = 0.331) (Fig 1A). PCa samples
showed higher AR-V1 gene expression compared to the BPH group (P = 0.041) (Fig 1B). Con-
versely, BPH showed higher AR-V4 gene expression compared to the PCa group (P = 0.001)
(Fig 1C). Using the ratio of AR-V4V7/AR-V4, it was possible determine an indirect value of
AR-V7, termed AR-V7rv. This was more highly expressed in PCa when compared to BPH
(P<0.001) (Fig 1D). When PCa samples were dichotomized based on biochemical recurrence,
a similar expression was observed for all nRNAs analyzed among patients who had biochemi-
cal recurrence and in those who did not present recurrence.

The cell cycle-related and apoptosis-related genes are more expressed in
PCa group

Regarding the expression of BAX, BCL2, TP53, CDKN1A and MDM?2, all of these were more
highly expressed in the PCa group (P<0.001, P = 0.029, P =0.011, P = 0.001, P = 0.001, and
P =0.025) than in the BPH group (Table 3).

AR-NTD and AR-CTD are expressed in higher levels in the nuclei of
epithelial cells from BPH samples

We also analyzed the protein expression of AR-NTD, AR-CTD and AR-V7 by immunohis-
tochemistry. For this analysis, the H-score (HS) was quantified separately in the nucleus and
cytoplasm of epithelial and stromal compartments (Table 4, Fig 2A and 2B). AR-NTD and
AR-CTD had a higher HS in epithelial nuclei of BPH group than in the PCa group (P = 0.034
and P = 0.041, respectively; Fig 2A). AR-V7 seemed to be also more highly expressed in nuclei
of epithelial cells in benign tissue, but failed to reach statistical significance (P = 0.093, Fig 2A).
Indeed, AR-V7 was not differentially expressed in any compartment, but this variant was pres-
ent in epithelial cells from BPH and PCa. AR-V7 was also expressed in the cytoplasm of stro-
mal cells at the same intensity between the groups. On the other hand, stromal nuclei were
positive for AR-NTD, although stromal cytoplasm was positive for AR-V7. Fig 3 shows repre-
sentative images of immunohistochemical staining on epithelial cells. When the H-score
yielded a value lower than 10, results were considered negative and were represented as not
detectable (ND). Using the AR-NTD/AR-CTD ratio, we observed a wide distribution in epi-
thelial nuclei of PCa samples, although it failed to reach statistical significance (P = 0.818)
(Figure in S1 Fig).

We observed positive staining for the three antibodies in all epithelial samples, which is
remarkable since benign tumors (like BPH) and primary cancer are not expected to express
AR-Vs, which are supposed to arise only after androgen deprivation therapy. Nuclear stromal
staining was positive only for AR-NTD in both groups. Although AR-CTD was detectable in
the BPH group, the score was so minimal that it was considered negative. AR-CTD in PCa
samples and AR-V7 in both nuclear stromal groups were negative.

Using Spearman’s rank correlation analysis, we found a positive correlation among AR-V's
(Table 5). In the PCa group, AR-FL was positively correlated with BCL2 (0.464, P = 0.030;
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Fig 1. AR-Vs mRNA expression in BPH and PCa samples. All nRNA data are normalized by beta-2-microglobulin (B2M). For AR-FL, AR-V1 and
AR-V4, values of normalized quantity means (NQM) were used to create the graphs. AR-V7rv was obtained from the ratio between AR-V4V7 and AR-V4.
The bars represent the minimum to maximum values. (A) The median AR-FL expression is not significantly different comparing BPH and PCa (P = 0.331).
(B) and (D) AR-V1 and AR-V7rv expression are higher in primary PCa than in BPH (P = 0.041 and P<0.001, respectively). (C) AR-V4 expression is
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significantly different comparing BPH and PCa (P = 0.001), showing higher levels in hyperplastic tissue. P value was determined by the Mann-Whitney U
test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.9001

Table 6). In the BPH group, AR-V1 and AR-V4 were positively correlated with prostate weight
(0.477, P=0.025; and 0.711, P<0.001; Table 5). The positive correlation between AR-V4 and
prostate weight is not surprising given that BPH (which presented a higher prostate weight)
has a higher mRNA level of this isoform when compared with PCa. Although AR-V1 was
more highly expressed in PCa, this isoform showed a positive correlation with prostate weight
in the BPH group. In addition, the ratio of BCL2/BAX showed a regular negative correlation
(-0.413, P = 0.036; Table 6) with the surgical specimen weight. In PCa, we found a regular posi-
tive correlation between AR-V4 and Gleason score (0.493, P = 0.0012), suggesting that with
the increase of tumoral aggressivity, there was an increase of AR-V4 expression.

Age at surgery was negatively correlated with the ratios AR-FL/AR-V1 (-0.364, P = 0.048),
AR-FL/AR-V4 (-0.405, P = 0.027) and AR-FL/AR-V4V7 (-0.377, P = 0.040) in the BPH group.
These associations between ratios and age were not found in the PCa group, but in this group,
the ratios AR-FL/AR-V4 and AR-V7rv were positively correlated with BAX (0.472, P = 0.017;
and 0.450, P = 0.024).

Besides the correlation between cell cycle-related and apoptosis-related genes and AR-V's
and clinical features, these genes were correlated among themselves. The correlations of cell
cycle-related genes (TP53, MDM2, CDKN1A) and apoptosis-related genes (BAX, BCL2 and
ratio BCL2/BAX) are presented in Table 6.

High grade versus low grade PCa

When primary PCa samples were stratified for Gleason score (<7(3+4) and >7(4+3), high-
grade patients were older (P = 0.047, Fig 4A) and had higher AR-V4 levels (P = 0.004, Fig 4D)
and higher AR-V7rv (P = 0.014, Fig 4E) when compared with the low-grade group. Although
AR-V1 levels did not show statistical significance (P = 0.060, Fig 4C), this variant had a wide
distribution in the high-grade group (>7(4+3), which is in concordance with our results from
other isoforms. AR-FL levels (P = 0.836, Fig 4B) were similar between low and high grades.
The ratio of AR-FL/AR-V4 was higher in the low-grade samples (P = 0.021, Fig 4F). Regarding
the biochemical relapse, the mean time until relapse was 53 months. In high-grade PCa, this
time was significantly lower (31 months) than low-grade PCa (65 months) (P = 0.004), repre-
sented by the Kaplan-Meyer curve (Figure in S2 Fig).

In a Cox regression univariable model (Table in S1 Table), the ratio of AR-V1/AR-FL was
associated with a higher risk of biochemical recurrence (HR = 1.172, P = 0.045) and BLC2/

Table 3. Cell cycle-related and apoptosis-related genes mRNA expression.

mRNA BPH PCa P value
median (interquartile range) | n=27 | n=26
BAX 0.8660 (0.60) 2.1764 (2.64) *0.000
BCL2 0.8114 (0.58) | 1.2557 (2.21) *0.029
MDM2 | 1.0992 (1.66) | 3.5086 (6.50) *0.001
TP53 | 0.9556 (1.12) | 1.5580 (2.01) *0.011
CDKINA 0.6452 (0.62) 2.3317 (3.12) *0.001

P value was determined by the Mann-Whitney U test. P values are corrected for ties.

* P< 0.05 were considered statistically significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.t003
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Table 4. Histological scores (H-Score) representing the histological staining patterns of AR-NTD, AR-CTD and AR-V7 protein in BPH and PCa samples.

| | BPH
Nuclei Epithelial 261.8 (23.8)
Stromal | 145.0 (40)
Cyto-plasm Epithelial 156.7 (55.6)
Stromal ND

AR-NTD [ AR-CTD _ AR-V7
PCa P | BPH | PCa P BPH PCa | P
1258(1162) | ‘0034 | 1550(125) | 225(91) | ‘0.041° | 1215 (170) 30.0(65 | 0.093°
19.5 (121) 0065° | ND ND ND ND ND ND
2150(656) | 0.128° | 2225(159) | 280.0(86) | 0.093° | 200.0(86.5) | 2092(642) | 0.839°
ND ND | 250(55) ND ND 96.7 (543) | 75.7(484) | 0.495°

a Values presented as mean (SD). P value was determined by Student’s t test. P values are corrected for ties.

b Values presented as median (interquartil range). P value was determined by Mann-Whitney U test. P values are corrected for ties.

ND = Not detectable

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.t004

BAX was associated with protection of biochemical recurrence (HR = 0.123, P = 0.009). These
associations remained when these variables were tested together in a multivariable model,
(HR =1.219, P=0.038; and HR = 0.104, P = 0.014; respectively).

Discussion

We investigated the AR-FL expression using an assay specific for transcripts 1 and 2
(GI:349501065 and GI:349510166), which prevents untrue conclusions about differences in
AR-FL and AR-V expression. We also analyzed AR-V mRNA, and importantly, we detected
the expression of all isoforms in samples from hyperplastic tissue and primary PCa. Truncated
AR-Vs were previously assumed to be expressed primarily in CRPC, where, at least for AR-V7,
their presence was associated with resistance to therapy [17, 18]. This is a remarkable finding
of this work, since we evaluated tissue from hormone-naive PCa, while others have mostly
evaluated advanced cancer, castration-resistant cancer, metastasis sites or even cell lines [5, 8,
9, 11, 12, 17-23]. Our detection of AR-Vs in BPH complements the data reported in the litera-
ture, which demonstrate the expression of these isoforms in benign tissue from radical prosta-
tectomy for cancer removal, malignant tissue and metastatic sites [5, 8, 9, 11, 12, 18, 22]. This
wide distribution was recently confirmed by a whole transcriptome analysis by The Cancer
Genome Atlas (TCGA), which demonstrated that AR-V7 is the most abundant AR-V
expressed in human cell lines, human xenografts and clinical samples [21]. Our finding that
AR-Vs are expressed in hormone-naive primary PCa is notable, and is in concordance with
the TCGA study [21]. The data of gene expression showed a large range of variation in both
groups, which was also observed in previous studies [19]. We also found a correlation among
the AR-Vs, which was expected since all isoforms are derived from the same pre-mRNA. The
formation of one or other isoform occurs by mechanisms not precisely described until now,
but it is expected that the resulting molecules are correlated at least to some level.

Together, our findings suggest that these constitutively active isoforms participate in differ-
ent proliferative events in different types of prostatic tumors, not only as the main driver of
castration resistance. During tumor progression, selection for cells that express AR-Vs could
occur, via selection of more malignant or castration-resistant subclones or even via the hor-
mone-dependant regulation of AR isoforms [12]. It has been already demonstrated that AR
isoforms show weak expression in androgen-dependent cell lines (LNCaP and LAPC4), while
in androgen-independent lines, such as CWR22Rv1 and those derived from LNCaP (C81, C4-
2 and C4-2B), the expression of the AR isoforms is significantly higher [5]. These data imply
an inverse correlation between AR isoform expression and the dependence of androgens [5].
It has been demonstrated in vitro by Watson et al. [12] that AR-FL and AR-V (AR-V1 and
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Fig 2. Histological score for i histochemical staining of AR-NTD, AR-CTD, and AR-V7. A variety of immunohistochemical staining
patterns for AR-NTD, AR-CTD and AR-V7 are shown. Epithelial nuclear staining (A) for AR-NTD (PG21) and AR-CTD (C19) are higher in
BPH samples than in PCa samples (P = 0.034 and P = 0.041, respectively). Although BPH group seems to have a higher AR-V7 H-Score, it was
not statistically different (P = 0.093). Epithelial cytoplasmatic staining (B) was not different between the groups. The bars represent the
minimum to maximum values.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.g002

AR-V7) expressions are upregulated by castration, while re-administration of androgens sup-
pressed their expression. In the present study, PCa showed high AR-V1 and AR-V7rv expres-
sion, while steroid (testosterone, 4-androstenedione, progesterone) expression was decreased
(unpublished data).

When the PCa group was stratified into Gleason <7(3+4) and >7(4+3), age was higher in
patients with Gleason >7(4+3). This indicates that older patients tend to present more aggres-
sive PCa than younger patients. Despite the relatively small cohort number, a greater AR-V
expression was seen in PCa samples with a high-grade Gleason score compared to a low-grade
Gleason score. AR-V4 and AR-V7rv levels were higher in the high-grade ones. Even without
statistical significance, AR-V1 showed a higher distribution in high-grade tumors. In line with
these results, we found an inverse correlation between the AR-FL/AR-V4 ratio and the Glea-
son score, which indicate that AR-V expression increases with higher Gleason scores.

When we stratified PCa cases by whether biochemical relapse occurred or not, we observed
a similar expression of all mRNAs analyzed between those patients who had biochemical
recurrence and in those who did not present recurrence, which is in concordance with the
results reported by Zhao et al. [19]. They showed that neither the AR-V7 nor its negative

BPH PCa

400x 100x

Fig 3. Representative images of IHC staining. 100X and 400X. For H-Score calculation we analyzed all over the slides.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.g003
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Table 5. Correlation coefficients between AR-Vs and clinical features.

BPH PCa
r,(P) | r, (P)
Correlation between AR-Vs
AR-V1 AR-V4 0.387 (0.035) 0.457 (0.022)
AR-V7rv 0.394 (0.031) -
Correlation between AR-Vs and clinical features
AR-V1 Estimated prostate weight | 0.477 (0.025) | -
AR-V4 Estimated prostate weight 0.711 (<0.001) -
Gleason - 0.493 (0.012)
Correlation between ratios and clinical features
) AR-FL/AR-V1 i Age at surgery | -0.364 (0.048) | -
AR-FL/AR-V4 Age at surgery -0.405 (0.027) -
Estimated prostate weight | -0.495 (0.019) | -
Gleason - -0.475(0.016)

Spearman correlation for association between variables. The results are presented as r, (P). Values of P< 0.05 were

considered statistically significant. Only statistically significant correlations are showed.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.t005

regulator AR-V1 were associated with biochemical recurrence in a cohort of men at indetermi-
nate risk of progression [19].

Some studies have reported a positive correlation between AR-V7 and AR-V1 in PCa sam-
ples [18, 19], in agreement with our data. Interestingly, Watson et al. [12] observed that
AR-V1 and AR-V7 co-expression results in complete avoidance of the gain of function con-
ferred by AR-V7, indicating that AR-V1 seems to play a negative role on AR-V7, which was
recently confirmed and well discussed by Zhan [14]. The higher expression of AR-V1 in carci-
noma samples compared with BPH samples seems to be very promising data, although it must
be confirmed with a larger number of patients. AR-V1 blocks the ability of AR-V7 to confer
castration-resistant cell growth, and when these isoforms are co-expressed, AR-V7 does not
transactivate its targets [14]. AR-V1 has an ability to selectively activate a canonical AR-FL sig-
nal. Thus, if both isoforms are expressed in both tissues, with PCa presenting higher levels of

Table 6. Correlation coefficients between cell cycle-related and apoptosis-related genes and other variables.

BPH PCa
| rs (P) rs (P)
Correlation between cell cycle-related and apoptosis-related genes and AR-Vs
BCL2 | AR-FL | - 0.464 (0.020)
v AR-V7rv | z | 0.450 (0.024)
MDM?2 | AR-FL | - | 0.434 (0.030)
AR-V1 0.422 (0.028) 0.549 (0.004)
Correlation between apoptosis-related genes and ratio
BCL2 i AR-FL/AR-V4 | - | 0.472 (0.017)
Correlation between cell cycle-related and apoptosis-related genes and clinical features

TP53 _ PSA ‘ - ‘ -0.439 (0.025)
BCL2/BAX Surgical specimen weight | - -0.413 (0.036)

Spearman correlation for association between variables. The results are presented as r, (P). Only statistically

significant correlations are showed. Values of P< 0.05 were considered statistically significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.t006
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Fig 4. Stratification of PCa samples between Gleason grade (<7(3+4) and >7(4+3). (A) Age at surgery. The group
low grade (<7(3+4) was younger than the high grade group (>7(4+3) (63 and 68 years, respectively. P = 0.047). (B)
AR-FL levels were similar between groups (P = 0.836). (C) AR-V1 levels failed to reach significance (P = 0.060), but
seems to be up-regulated in high grade group (>7(4+3). (D) and (E) AR-V4 and AR-V7rv levels are higher in high
grade group (>7(4+3) (P = 0.004 and P = 0.014). (F) AR-FL/AR-V4 ratio was higher in low grade group (<7(3+4),

P =0.021). The bars represent the minimum to maximum values.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613.g004

AR-V1, it probably directs the canonical AR signal as the main pathway in primary and andro-
gen-responsive PCa. On the other hand, AR-V4, which is more highly expressed in BPH,
transactivates both canonical AR-targets and AR-V-specific targets. To our understanding,
this is an interesting finding of our work, since in this benign tissue, both AR-V7 and AR-FL
pathways could be activated, showing an absence of a trend to either route. As previously
described, advanced and aggressive PCa samples have a higher AR-V7 expression [9, 18],
which was confirmed by our work when samples were dichotomized based on their Gleason
scores. In this case, it is possible that AR-V7 levels surpass AR-V1 levels, favoring the “AR-
V7-pathway”, which was already reported in CRPC and metastasis [5, 8, 9, 11, 12, 18, 20, 23].
The presence, interaction and possible consequences of AR-Vs expression should be taken in
consideration also in benign tissue. In summary, BPH have more AR-V4 (which could activate
both AR-V7 and AR-FL pathways), primary PCa have more AR-V1 (to activate AR-FL canoni-
cal targets and inhibit AR-V7), and CRPC, according to the literature, have more AR-V7 (cas-
tration-resistant cell growth driver). Unfortunately, in this work we did not have access to
CRPC biopsy samples. In addition, the strong positive correlation between AR-V4 and Glea-
son score emphasized the role of AR-V4 in PCa progression, which is also indicated by the
positive correlation between prostate weight with AR-V1 and AR-V4 expression. In high-
grade PCa, AR-V4, which could activate both AR-V canonical-targets and AR-FL canonical-
targets, could enable the activation of both sides of the AR pathway, making it possible that the
cell takes advantage of both pathways.

The correlation between BCL2 with AR-FL and AR-V7rv in PCa suggests an association
between the AR-mediated pathways and the antiapoptotic process involved in tumor develop-
ment. Elevation in the level of the BCL2 protein has been shown to provide protection from
apoptosis, and the BCL2 gene family is implicated in the development of CRPC and resistance
to therapy since its expression increases during progression of prostate cancers [24, 25]. These
findings corroborate the hypothesis that AR and AR-V7 have a role in the mechanisms of pro-
liferation and apoptosis, and may contribute to cancer progression. MDM2 was also positively
correlated with AR-FL in PCa, and with AR-V1 in PCa and BPH. However, the interactions
among AR, AR-Vs and MDM2 are poorly described. One study suggests that MDM2 induces
AR ubiquitination, promoting its degradation [26]. Therefore, the association between cell
cycle-related and apoptosis-related genes and AR-Vs suggests new ways to help understand
the development of primary PCa.

We used IHC to investigate protein expression in FFPE samples from BPH and primary
PCa. This technique is reliable and widely used in clinical diagnosis. Our approach to detect pro-
tein expression was based on three antibodies: AR-NTD (which recognizes AR-FL and AR-Vs),
AR-CTD (which recognizes AR-FL) and AR-V7 (specific to this isoform). Using two antibodies
against different regions of the AR protein (AR-NTD and AR-CTD), it is possible to successfully
show the overall frequency of C-terminal truncated AR-Vs [27]. We observed a wide distribution
of the AR-NTD/AR-CTD ratio in epithelial nuclei of PCa samples. This finding suggests the pres-
ence of AR-Vs transcripts that lack part or all of the C-terminus, which is in line with previous
work [27]. To detect AR-V7, we used a specific antibody against this isoform, rather than the
alternative approach to detect all truncated variants suggested by Zhang et al. [27].

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613 July 20,2018 13/17



@PLOS ‘ ONE

AR-Vs in BPH and primary PCa

We observed considerable heterogeneity in AR staining within samples. Epithelial cells
showed positive staining for the three antibodies in both groups. AR-NTD and AR-CTD had a
higher H-score (HS) in epithelial nuclei of BPH. AR-NTD was stained less intensively and
more heterogeneously in epithelial nuclei and stromal cells of PCa than in BPH, and this is
consistent with the report of Miyamoto [28]. AR-V7 showed the same trend, despite it failed
to reach statistical significance. It is important to note that this isoform was detected in epithe-
lial cells from BPH and PCa, and in stromal cytoplasm, but at lower levels. In addition, stromal
nuclei were positive only for AR-NTD, while stromal cytoplasm was positive for AR-V7. This
positive stromal staining is remarkable, due to the importance of stromal AR in the develop-
ment of normal prostate and BPH, and also in the growth and progression of PCa [29]. Of
note, positive staining observed with AR-NTD antibody may reflect the expression of other
variants than AR-FL and AR-V7 (like AR-V1, AR-V4).

AR-V7 protein expression was similar between the analyzed groups. Our results differ from
Guo [5], whose immunohistochemistry analysis on human prostate tissue revealed higher lev-
els of AR-V7 (AR3) in malignant prostate tissues compared with their benign counterparts.
An interesting finding of this author was a remarkable redistribution in AR-V7 cellular locali-
zation, showing high nuclear staining in hormone-resistant tumor samples compared with
their hormone-naive counterparts, showing that the nuclear translocation of AR-V7 is signifi-
cantly increased in hormone-resistant tumors [5]. It is important to note that although our
results are different, we demonstrate both AR-FL and AR-V7 expression in epithelial and stro-
mal compartments. Although AR-V7 is truncated after exon 3 and lacks the complete nuclear
localization sequence, it has been identified in the nucleus of epithelial cells [5, 16, 20, 23].

For AR action, nuclear import is an essential step. Different AR-Vs have different abilities
to translocate to the nucleus. For example, AR-V7 is expressed predominantly in the nucleus
when alone, but other isoforms, like AR-V1 and AR-V4, mainly localize in the cytoplasm [14].
As is already known, nuclear import of AR requires the dimerization of the receptor, which is
also essential for AR-Vs. AR-V1, V4 and V6 heterodimerize with AR-V7, which facilitates
their nuclear localization. These AR-Vs can also heterodimerize with AR-FL (in presence or
absence of androgens), but their subcellular localization is not affected in androgen-deprived
conditions. When AR-FL is bound to an androgen, the isoforms are piggybacked into the
nucleus. This AR-V-AR-FL interaction can mitigate the ability of enzalutamide to inhibit
androgen-induced AR-FL nuclear localization [14]. AR-V7 is the most abundant AR-V in
clinical specimens, and its role in mediating castration resistance is sustained by clinical evi-
dence. The data presented by Zhan [14] indicates that besides its transcriptional activity,
AR-V7 could activate both AR-FL and other AR-Vs, which could be an important mechanism
of action. Although many AR-Vs localize mainly in the cytoplasm when expressed alone, their
clinical relevance should not be ignored. Since these AR-Vs are expressed together with
AR-V7, they could contribute to the development of resistance, possibly adding their functions
to the canonical transcriptional program of AR-FL. Nonetheless, this does not mean all AR-Vs
have a synergistic action; indeed, AR-V1 could block the capability of AR-V7 to induce castra-
tion-resistant proliferation [12, 14].

The use of AR-V7 expression has been proposed as a biomarker for PCa relapse [16, 20]
and even as a survival marker [20]. One of the proposed mechanisms of AR-V7 activity is that
it could activate AR-FL in the absence of hormones, explaining how cancer cells could use
AR-V7 as an escape from therapy [20]. Previous data has suggested that AR-V expression
increases as patients progress to malignant prostate adenocarcinoma, being a consequence of
therapy and a driver of therapy resistance [5]. In line with this theory, we believe that during
the evolution to hormone-independent, metastatic disease, prostate adenocarcinomas may
therefore express progressively more AR-Vs. Additionally, these results corroborate evidence
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shown in multiple studies from independent laboratories, which demonstrates that AR-V
expression correlates with the development of ADT resistance in numerous model systems
and clinical samples [5, 8, 11, 14, 17, 18].

However, it is noteworthy that AR-Vss are also expressed in benign tissue from BPH and in
primary PCa. All samples used in our research were obtained from patients who had never
undergone ADT, so our data do not support the suggestion of variants arising only after ther-
apy, as a response to the treatment. The current idea is that the presence of AR-Vs is also bio-
logically relevant in BPH and primary PCa. In addition, studies to help elucidate the role of
AR-Vs in benign tissue and hormone-naive PCa are needed to better clarify the involvement
of these isoforms in the pathophysiology of prostatic tumors.

Conclusions

These results support the assumption that the constitutively active AR-Vs are involved in the
pathophysiology of prostatic tumors. Our data shows that the AR-Vs participate in different
proliferative events in prostate cells, yet the exact role of these isoforms in benign tissue and
primary cancer needs to be elucidated. The identification and functional characterization of
differentially expressed molecules between normal and tumoral tissues are fundamental steps
to achieving a better understanding not only of the carcinogenic process and the development
of new anti-tumoral strategies, but also a better understanding of the processes that govern
proliferation in benign tissues such as BPH. Additional studies aiming to elucidate in vitro
hormonal modulation of AR-Vs may contribute to the understanding of their role in prostate
physiology and tumor development and progress.
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AR-NTD/AR-CTD in epithelial nuclei of samples from BPH and PCa (P = 0.818).
(TIF)
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and HR = 0.104, P = 0.014; respectively).

(PDF)

Acknowledgments

The authors thank to the Urology Service and Experimental Pathology—HCPA for the techni-
cal assistance.

Author Contributions

Conceptualization: Ana Caroline Hillebrand, Lolita Schneider Pizzolato, Gisele Branchini,
[Ima Simoni Brum.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613 July 20,2018 15/17

73



@PLOS ‘ ONE

AR-Vs in BPH and primary PCa

Formal analysis: Ana Caroline Hillebrand, Ilma Simoni Brum.
Funding acquisition: Ilma Simoni Brum.
Investigation: Ana Caroline Hillebrand, Lolita Schneider Pizzolato.

Methodology: Ana Caroline Hillebrand, Lolita Schneider Pizzolato, Gisele Branchini, Ilma
Simoni Brum.

Project administration: Brasil Silva Neto, Ilma Simoni Brum.
Resources: Brasil Silva Neto, Ilma Simoni Brum.
Supervision: Gisele Branchini, Ilma Simoni Brum.
Visualization: Ana Caroline Hillebrand.

Writing - original draft: Ana Caroline Hillebrand.

Writing - review & editing: Ana Caroline Hillebrand, Gisele Branchini, Ilma Simoni Brum.

References
1. INCA. Estimate/2018 —Cancer Incidence in Brazil. 2017.

2. DuttSS, Gao AC. Molecular mechanisms of castration-resistant prostate cancer progression. Future
Oncol. 2009; 5(9):1403-13. Epub 2009/11/12. https://doi.org/10.2217/fon.09.117 PMID: 19903068;
PubMed Central PMCID: PMC3041149.

3. Grossmann ME, Huang H, Tindall DJ. Androgen receptor signaling in androgen-refractory prostate can-
cer. J Natl Cancer Inst. 2001; 93(22):1687-97. Epub 2001/11/22. PMID: 11717329.

4. NacusiLP, Tindall DJ. Androgen receptor abnormalities in castration-recurrent prostate cancer. Expert
Rev Endocrinol Metab. 2009; 4(5):417-22. Epub 2010/03/17. https://doi.org/10.1586/eem.09.34 PMID:
20228873; PubMed Central PMCID: PMC2835169.

5. GuoZ,YangX, SunF,Jiang R, Linn DE, Chen H, et al. A novel androgen receptor splice variant is up-
regulated during prostate cancer progression and promotes androgen depletion-resistant growth. Can-
cer Res. 2009; 69(6):2305-13. Epub 2009/02/27. doi: 0008-5472.CAN-08-3795 [pii] https://doi.org/10.
1158/0008-5472.CAN-08-3795 PMID: 19244107; PubMed Central PMCID: PMC2672822.

6. Gelmann EP. Molecular biology of the androgen receptor. J Clin Oncol. 2002; 20(13):3001-15. Epub
2002/06/29. https://doi.org/10.1200/JC0O.2002.10.018 PMID: 12089231.

7. ShangY, Myers M, Brown M. Formation of the androgen receptor transcription complex. Mol Cell.
2002; 9(3):601-10. Epub 2002/04/05. doi: S1097276502004719 [pii]. PMID: 11931767.

8. Dehm SM, Schmidt LJ, Heemers HV, Vessella RL, Tindall DJ. Splicing of a novel androgen receptor
exon generates a constitutively active androgen receptor that mediates prostate cancer therapy resis-
tance. Cancer Res. 2008; 68(13):5469-77. Epub 2008/07/03. doi: 68/13/5469 [pii] hitps://doi.org/10.
1158/0008-5472.CAN-08-0594 PMID: 18593950; PubMed Central PMCID: PMC2663383.

9. HuR,DunnTA, WeiS, Isharwal S, Veltri RW, Humphreys E, et al. Ligand-independent androgen recep-
tor variants derived from splicing of cryptic exons signify hormone-refractory prostate cancer. Cancer
Res. 2009; 69(1):16—22. Epub 2009/01/02. doi: 69/1/16 [pii] https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-
08-2764 PMID: 19117982; PubMed Central PMCID: PMC2614301.

10. HuR, Isaacs WB, Luo J. A snapshot of the expression signature of androgen receptor splicing variants
and their distinctive transcriptional activities. Prostate. 2011; 71(15):1656-67. Epub 2011/03/30. htips://
doi.org/10.1002/pros.21382 PMID: 21446008; PubMed Central PMCID: PMC3360954.

11.  Sun S, Sprenger CC, Vessella RL, Haugk K, Soriano K, Mostaghel EA, et al. Castration resistance in
human prostate cancer is conferred by a frequently occurring androgen receptor splice variant. J Clin
Invest. 2010; 120(8):2715-30. Epub 2010/07/21. doi: 41824 [pii] https://doi.org/10.1172/JCl41824
PMID: 20644256; PubMed Central PMCID: PMC2912187.

12. Watson PA, Chen YF, Balbas MD, Wongvipat J, Socci ND, Viale A, et al. Constitutively active androgen
receptor splice variants expressed in castration-resistant prostate cancer require full-length androgen
receptor. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010; 107(39):16759-65. Epub 2010/09/09. doi: 1012443107 [pii]
https://doi.org/10.1073/pnas. 1012443107 PMID: 20823238; PubMed Central PMCID: PMC2947883.

13. Yamashita S, Lai KP, Chuang KL, Xu D, Miyamoto H, Tochigi T, et al. ASC-J9 suppresses castration-
resistant prostate cancer growth through degradation of full-length and splice variant androgen

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613 July 20,2018 16/17

74



@PLOS ‘ ONE

75

AR-Vs in BPH and primary PCa

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29,

receptors. Neoplasia. 2012; 14(1):74-83. Epub 2012/02/23. PMID: 22355276; PubMed Central
PMCID: PMC3281944.

ZhanY, Zhang G, Wang X, Qi Y, Bai S, Li D, et al. Interplay between Cytoplasmic and Nuclear Andro-
gen Receptor Splice Variants Mediates Castration Resistance. Mol Cancer Res. 2017; 15(1):59-68.
Epub 2016/09/28. doi: 1541-7786.MCR-16-0236 [pii] https://doi.org/10.1158/1541-7786.MCR-16-0236
PMID: 27671337; PubMed Central PMCID: PMC5215946.

Detre S, Saclani Jotti G, Dowsett M. A "quickscore" method for immunohistochemical semiquantitation:
validation for oestrogen receptor in breast carcinomas. J Clin Pathol. 1995; 48(9):876-8. Epub 1995/09/
01. PMID: 7490328; PubMed Central PMCID: PMC502883.

Welti J, Rodrigues DN, Sharp A, Sun S, Lorente D, Riisnaes R, et al. Analytical Validation and Clinical
Qualification of a New Immunohistochemical Assay for Androgen Receptor Splice Variant-7 Protein
Expression in Metastatic Castration-resistant Prostate Cancer. Eur Urol. 2016; 70(4):599-608. Epub
2016/04/28. doi: S0302-2838(16)30027-6 [pii] https://doi.org/10.1016/j.eururo.2016.03.049 PMID:
27117751; PubMed Central PMCID: PMC5015575.

Antonarakis ES, Lu C, Wang H, Luber B, Nakazawa M, Roeser JC, et al. AR-V7 and resistance to enza-
lutamide and abiraterone in prostate cancer. N Engl J Med. 2014; 371(11):1028-38. Epub 2014/09/04.
https://doi.org/10.1056/NEJMoa 1315815 PMID: 25184630; PubMed Central PMCID: PMC4201502.

Hornberg E, Ylitalo EB, Crnalic S, Antti H, Stattin P, Widmark A, et al. Expression of androgen receptor
splice variants in prostate cancer bone metastases is associated with castration-resistance and short
survival. PLoS One. 2011; 6(4):e19059. Epub 2011/05/10. https://doi.org/10.1371/journal.pone.
0019059 PMID: 21552559; PubMed Central PMCID: PMC3084247.

Zhao H, Coram MA, Nolley R, Reese SW, Young SR, Peehl DM. Transcript levels of androgen receptor
variant AR-V1 or AR-V7 do not predict recurrence in patients with prostate cancer at indeterminate risk
for progression. J Urol. 2012; 188(6):2158-64. Epub 2012/10/24. doi: S0022-5347(12)04451-5 [pii]
https://doi.org/10.1016/j.juro.2012.08.014 PMID: 23088973.

QuY, DaiB, YeD, Kong Y, Chang K, Jia Z, et al. Constitutively active AR-V7 plays an essential role in

the development and progression of castration-resistant prostate cancer. Sci Rep. 2015; 5:7654. Epub
2015/01/08. doi: srep07654 [pii] https:/doi.org/10.1038/srep07654 PMID: 25563505; PubMed Central
PMCID: PMC4288210.

The Molecular Taxonomy of Primary Prostate Cancer. Cell. 2015; 163(4):1011-25. Epub 2015/11/07.
doi: S0092-8674(15)01339-2 [pii] https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.10.025 PMID: 26544944; PubMed
Central PMCID: PMC4695400.

Marcias G, Erdmann E, Lapouge G, Siebert C, Barthelemy P, Duclos B, et al. Identification of novel
truncated androgen receptor (AR) mutants including unreported pre-mRNA splicing variants in the
22Rv1 hormone-refractory prostate cancer (PCa) cell line. Hum Mutat. 2010; 31(1):74-80. Epub 2009/
10/16. https://doi.org/10.1002/humu.21138 PMID: 19830810.

Scher HI, Graf RP, Schreiber NA, McLaughlin B, Lu D, Louw J, et al. Nuclear-specific AR-V7 Protein
Localization is Necessary to Guide Treatment Selection in Metastatic Castration-resistant Prostate
Cancer. Eur Urol. 2016. Epub 2016/12/17. doi: S0302-2838(16)30857-0 [pii] https:/doi.org/10.1016/].
eururo.2016.11.024 PMID: 27979426.

Amirghofran Z, Monabati A, Gholijani N. Androgen receptor expression in relation to apoptosis and the
expression of cell cycle related proteins in prostate cancer. Pathol Oncol Res. 2004; 10(1):37—41. Epub
2004/03/19. doi: PAOR.2004.10.1.0037. PMID: 15029260.

Krajewska M, Krajewski S, Epstein JI, Shabaik A, Sauvageot J, Song K, et al. Inmunohistochemical
analysis of bcl-2, bax, bel-X, and mcl-1 expression in prostate cancers. Am J Pathol. 1996; 148
(5):1567-76. Epub 1996/05/01. PMID: 8623925; PubMed Central PMCID: PMC1861561.

Lin HK, Wang L, Hu YC, Altuwaijri S, Chang C. Phosphorylation-dependent ubiquitylation and degrada-
tion of androgen receptor by Akt require Mdm2 E3 ligase. EMBO J. 2002; 21(15):4037-48. Epub 2002/
07/30. https://doi.org/10.1093/emboj/cdf406 PMID: 12145204; PubMed Central PMCID: PMC126152.

Zhang X, Morrissey C, Sun S, Ketchandiji M, Nelson PS, True LD, et al. Androgen receptor variants
occur frequently in castration resistant prostate cancer metastases. PLoS One. 2011; 6(11):e27970.
Epub 2011/11/25. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0027970 PONE-D-11-11283 [pii]. PMID:
22114732; PubMed Central PMCID: PMC3219707.

Miyamoto KK, McSherry SA, Dent GA, Sar M, Wilson EM, French FS, et al. Immunohistochemistry of
the androgen receptor in human benign and malignant prostate tissue. J Urol. 1993; 149(5):1015-9.
Epub 1993/05/01. PMID: 7683339.

Kruslin B, Ulamec M, Tomas D. Prostate cancer stroma: an important factor in cancer growth and pro-
gression. Bosn J Basic Med Sci. 2015; 15(2):1-8. Epub 2015/06/05. https://doi.org/10.17305/bjbms.
2015.449 PMID: 26042506; PubMed Central PMCID: PMC4469930.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0200613 July 20,2018 17/17



-
o
1

H-Score

a
1

Epithelial Nuclei

P=0.818 D BPH

@ PCa

76

S1 Fig. Ratio AR-NTD/AR-CTD in nuclei of epithelial cells. Distribution of the ratio AR-NTD/AR-CTD in epithelial
nuclei of samples from BPH and PCa (P=0.818).

51Table. Cox regression between variables.

COX Regression - Modelling

AR-FL
AR-V1
AR-VY
ARNTrv
AR-VIVT
AR-FI/AR-V]
AR FL/AR-VY
AR FL/ARNVT
AR-VT/AR-FL
AR-VT/AR-V1
AR-VHAR-FL
AR-VHAR-V1
AR-VHARVT
AR-VIAR-FL
AR-VI/AR-V4
AR VI/AR-VT
BAX
BCL2
BCLYBAX
TP53
CDENLA
ADAL2

HR
0,838
1203
1,008
0,907
1,045
0,403
0,833
0417
1,006
0.461
1,006
0,968
1,015
1172
0.949
0,996
1114
0,629
0,123
1119
0,842
1,003

Univariable
CI93%
0406 1728
0043 1539
0042 1078
0,703 1,169
0,837 1305
0,095 1699
0,573 1211
0,082 2125
0,91 1113
0,185 1147
0046 107
0,799 1174
0858 1202
Lood 1369
0718 12355
0,509 1948
0,892 1391
0,329 12
0,025 0591
0912 1374
0,596 119
0912 1104

P
0.632
0137
0.827
0.450
0.699
0.216
0339
0.293
0.9M1
0.096
0.846
0.742
0.861
0.045
0714
0.991
0341
0158
0.00%
0.282
0329
(0.945

Multivanablel Muloivanable2
HE. CT95% P HE CI95%

1359 1,036 1,748 0.017

12119 1011 1469

0632 0320 1216 0.169
0104 0017 0,629

0.035

0.014

QOutcome: Time to relapse

Adjusted by age.

Multivariable 1: variables AR-V1 and BCL2 adjusted by age.
Multivaniable 2: ratios AR-VI/AR-FL and BLC2/BAX adjusted by age.

S1 Table. Cox regression between variables. Ratio AR-V1/AR-FL was associated with a higher risk of
biochemical recurrence (HR=1.172, P=0.045) and BLC2/BAX was associated with protection of biochemical
recurrence (HR=0.123, P=0.009). In the multivariable model these associations remained when these variables
were tested together (HR=1.219, P=0.038; and HR=0.104, P=0.014; respectively).
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S2 Fig. Kapplan-Meier curve for biochemical recurrence in PCa. PCa samples were stratified for Gleason
score <7(3+4) and 27(4+3). Samples with Gleason =7(4+3), time to recurrence was significantly lower (31 months)

than samples with Gleason <7(3+4) (65 months) (P=0.004).
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Abstract

Purpose The importance of androgen receptor variants (AR-Vs) is recognized in prostate cancer. AR-Vs have been the
focus of many studies. Expression of AR-Vs has been proposed as a biomarker for resistance to androgen deprivation
therapy for metastatic disease. Herein, we show dynamic changes in AR-Vs expression in response to androgen modulation.
Methods The C4-2B cell line was exposed to low (107'*M) and high (10*M) androgen (dihydrotestosterone, DHT)
levels, with or without flutamide. mRNA and protein expression levels were assessed by qPCR and immunohistochemistry,
respectively.

Results We demonstrated that high levels of DHT downregulate AR-FL and AR-Vs. Even though AR-Vs did not present
ligand-binding domain, thus were not capable of binding to DHT, they present dynamic changes under androgen treatment.
Treatment with flutamide alone or in association with low levels of DHT stimulates growth of prostatic cells.
Conclusions Importantly, we provide evidence that AR-Vs respond differently to androgenic modulation. These findings
have implications for a better understanding of the role of AR-Vs in prostate carcinogenesis.

Keywords Androgen receptor * Androgen receptor variants + Androgen receptor isoforms - Prostate cancer * Androgenic

modulation - Steroids

Introduction

Androgens are a class of sex steroid hormones that stimu-
late and control development and maintenance of many
male characteristics, including growth and function of the

Electronic supplementary material The online version of this article
(https://doi.org/10.1007/s12020-018-1682-5) contains supplementary
material, which is available to authorized users.

< Ilma Simoni Brum
ilma@ufrgs.br

Laboratory of Molecular Endocrine and Tumoral Biology,
Department of Physiology, Institute of Basic Sciences of Health,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul 90050-170, Brazil

(¥}

Department of Basic Sciences of Health, Universidade Federal de
Ciéncias da Sadde de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande do
Sul 90050-170, Brazil

Laboratory of Molecular Obstetrics and Gynecology,
Experimental Research Center, Department of Obstetrics and
Gynecology, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul
90035-903, Brazil

Published online: 19 July 2018

prostate gland and exert their role through the androgen
receptor (AR) [1]. Dihydrotestosterone (DHT) is the pri-
mary effector and is converted from testosterone (T) by the
enzyme 5-a reductase [1]. The hormone-receptor complex
is biologically active, being translocated to the nucleus,
where it can bind to DNA and modulate gene expression
[2].

After Huggings and Hodges’ demonstration of the ben-
efit of androgen deprivation therapy (ADT) in men with
advanced prostate cancer (PCa) [3], the main therapy for
those patients was to reduce androgens, either by surgical or
chemical castration. After a period of initial remission,
accompanied with undetectable levels of androgens, tumors
eventually relapse and progress to a stage named castration-
resistant prostate cancer (CRPC), which is accompanied by
poor outcome and high lethality. Many mechanisms have
been suggested to drive this proliferation, including intra-
crine synthesis of androgens, molecular changes in AR and
expression of constitutively active AR variants (AR-Vs) [4—
9]. These findings suggest that cancer cells escape ADT in
order to maintain proliferation and survive in this “non-
favorable” environment.

During this transition from a hormone-sensitive to a
castration-resistant state, the upregulation of AR expression
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Table 1 Primers and probes sequences for AR-Vs amplification

mRNA Sense Antisense Probe

AR-V1 5'-AGGGTGTTTGGAGTCTCAGA-3’ 5'-CCAGGAATGAATCATCTACAAA-3’ 5'-TTCCTTAAAGACTACCTTCAGACTC-3’
AR-V4 5'-GACACTAACCCCAAGCCATAC-3’ 5'-ACTGTCTGATGTTGCTCTGTG-3’ S -TTGTTTTCTGTCAGTCCCATTGGTGC-3"
AR-V4V7 5'-CTCTTGATTGCTGACTCCCTC-3’ 5'-ACAACTACATGAGTGGTAACCA-3’ 5'-AGGTAGGAAAACACTATTGGTCCCGC-3'

and production of ligand-independent AR-Vs in response to
low-serum androgens are notable events [6]. As already
demonstrated by Guo [7], there is an inverse correlation
between expression of AR-Vs and androgen dependency of
androgen-dependent cell lines (LAPC4 and LNCaP). This
inverse correlation between AR-Vs expression and the
dependence on androgens has already been demonstrated
in vitro [9, 10], where expression of AR-full length (AR-
FL) and AR-Vs (AR-V1 and AR-V7) are upregulated by
castration, while re-administration of androgens suppressed
their expression. The paradoxical ability of supraphysiolo-
gic androgen levels to inhibit prostate cancer growth
encouraged the development of a series of prospective
studies on this topic. The upregulation of AR expression
together with the inhibition of cell growth by high levels of
androgens suggests a therapeutic liability. A recently sug-
gested therapeutic strategy for CRPC is the exposure to
supraphysiologic T levels to promote CRPC cell death,
cycling from supraphysiologic to near-castrate serum T
levels, an approach termed bipolar androgen therapy (BAT)
[11, 12]. In a Phase II study published by Deanmeade et al.
[13], all AR-V7 positive patients who received BAT
became AR-V7 negative.

In the present work, we investigated the androgenic
modulation of AR-Vs expression to provide a better
understanding of the molecular regulation of those variants.

Material and methods
Cell culture

C4-2B human prostatic adenocarcinoma cell line (MD
Anderson Cancer Center, Texas, USA) was grown in RPMI
1640 medium (Gibco by Life Technologies™, USA) sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco by
Life Technologies™, USA) and 1% Penicilin-Streptomycin
(Gibco by Life Technologies™, USA), and was maintained
at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO,. The
experimental conditions included: (a) DHT 10~®M group;
(b) DHT 10 *M + flutamide (FLU) 10°°M group; (c)
DHT 10""*M group; (d) DHT 10" M+FLU 10°°M
group; (¢) FLU 107°M group; and (f) control group
(medium plus vehicle, ethanol- ETOH). All chemicals were
purchased from Sigma-Aldrich (Millipore Sigma, Ger-
many). Charcoal-stripped FBS was used to supplement the

@ Springer

medium for the treatments and medium change was per-
formed every 2 days.

Cell growth assay

To assess the relative cell growth ability of C4-2B in the
different conditions, we performed the sulforhodamine B
(SRB) assay [14]. The cells were seeded into 24-well plates
at a density of 1000 cells/well in 500 uL drug-free medium
overnight. Twenty-four hours later, the cells were treated
with the previously described treatments for 3, 6, and
9 days. Then, the medium was switched to 500 uL drug-free
medium plus 100 uL of 50% trichloroacetic acid and incu-
bated at 4 °C for 1h. After being washed and dried, cells
were incubated with 200 uL of SRB (0.4% in 1% acetic
acid) solution at room temperature for 25 min. Wells were
washed with 1% acetic acid to remove unbound dye. Two-
hundred microliters of 10 mM Tris were added in each well
before mixing on an orbital shaker for 10 min at room
temperature. The optical density (OD) was measured at
510 nm by a microplate reader (AnthosZenyth 200rt; Bio-
chrom, UK). Each experiment was performed in
quadruplicate.

RNA extraction and real-time quantitative reverse
transcription-PCR

RNA was isolated using TRIzol reagent (Invitrogen, USA),
according to the manufacturer’s manual. RNA concentra-
tions were quantified using a spectrophotometer (NanoDrop
2000, ThermoFisher). Five-hundred nanograms of RNA
were reversed transcribed with GoScript Reverse Tran-
scription System (Promega, USA) in a total volume of
20 uL. Molecular analysis was performed by quantitative
PCR (qPCR), with a TagMan® probe detection system
(Applied Biosystems by Life Technologies™, UK) using
samples diluted 1:5. qPCR reactions were done in StepO-
nePlus (Life Technologies™, USA). For amplification of
B2m and AR, inventoried assays from Applied Biosys-
tems™ (USA) were wused (Hs00171172_ml and
Hs00984230_ml, respectively). Primers and probes
sequence for AR-Vs amplification are shown in Table 1.
Most of the published methods for AR-V7 detection by
qPCR use primers that anneals non-specifically to AR-V7.
Recent methods targeted the CE3 sequence, which is also
compromised by the presence of this target in AR-V9,
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another AR-V that shares the same CE3 sequence [15, 16].
Therefore, this lack of specificity stimulated us to search for
a different method. AR-V7 expression was assessed using
the ratio AR-V4V7/AR-V4, being represented as AR-V7rv
(representative value). To assess changes in gene expres-
sion, AACt method was performed [17]. All gPCR experi-
ments were performed in duplicate, and the housekeeping
gene B2m was used as an endogenous control.

Immunofluorescence and confocal microscopy

AR subcellular localization was detected by confocal
fluorescence microscopy. Cells were grown on glass cov-
erslips coated with laminin (L2020, Sigma-Aldrich, Ger-
many) with the previously described treatments. C4-2B
cells were fixed with 4% paraformaldehyde, permeabilized
with 0.5% Triton X-100 in Phosphate-buffered saline (PBS)
for 30 min at room temperature and blocked with 1 x PBS
containing 1% bovine serum albumin (BSA) and 2%
Tween-20 for 30min at room temperature. Cells were
incubated overnight at 4 °C with AR C-19 diluted 1:100 or
AR-V7 diluted 1:200 in PBS. Unbound primary antibody
was removed by PBS washes, and incubated with fluores-
cently conjugated secondary antibodies, AlexaFluor™ anti-
mouse 488 (A11029, Life Technologies, USA) and Alex-
aFluor™ anti-rabbit 555 (A21429, Life Technologies,
USA) diluted 1:500. Slides were washed with PBS and
mounted with Fluoroshield with DAPI (Abcam, USA).
Confocal images were obtained by using a confocal laser
scanning microscope (Olympus Fluoview FV1000, USA)
system with a 60 x oil-immersion objective on a Z-stage.
Images of control and experimental cells were acquired
under identical exposure conditions for comparative
analysis.

In order to analyze nuclei or cytoplasm localization of
AR-FL or AR-V7, confocal images of cells stained for
nuclei (DAPI), AR-FL and AR-V7 were processed using
the function “Image Calculator” of the software Imagel
[18]. A region of interest was selected for each image: for
cytoplasm localization, the nuclei channel was subtracted of
the channels for AR-FL or AR-V7 staining using the
operation “subtract”; for nuclei localization, it was used in
the operation “AND” for the channels for nuclei and AR-FL.
or AR-V7 channels. Then, the resulting images were pro-
cessed using the command “Threshold” in order to auto-
matically select the resulting fluorescence signal, followed
by the command “Analyze Particles” in order to select and
measure the area of all stained elements.

Statistical analysis

Quantitative data are represented as the mean + standard
error. For multiple group comparisons, SPSS version 20

(IBM SPPS, Armonk, NY, USA) was used to perform a
generalized estimating equation (GEE) followed by Bon-
ferroni post-hoc test. Treatments effects with a P-value of <
0.05 were considered significant.

Results
Androgenic modulation of AR-Vs mRNA

To assess the possible effects of DHT on mRNA expression
of AR-Vs in C4-2B cells, time course experiments were
performed (Fig. 1). The C4-2B cell line was chosen as the
model for further investigations based on the finding that it
expresses detectable levels of AR-Vs [7, 19].

High-dose DHT (10~® M) suppressed expression of AR-
FL, AR-VI, AR-V4, and AR-V7rv mRNA during treatment,
which was not reversed by addition of flutamide.

Low-dose DHT (10" M) did not significantly modify
AR-FL mRNA when compared to control, but it presented
an interesting biphasic behavior-decreased from day 3 to 6,
and then increased from day 6 to 9, which did not occur
when the AR antagonist (flutamide) was co-administered.
This dose induced a decrease of AR-VI mRNA expression
over time being significantly lower than control. When co-
administered with flutamide, we observed a biphasic
response of AR-VI mRNA. This association induced an
increase of AR-VI mRNA on the 6th day, which did not
persist until day 9. AR-V4 mRNA expression under DHT 10
~13 M treatment has increased at 3rd day and then decreased
significantly at 6th and 9th days, but the overall expression
was not different from control. Addition of flutamide to
low-dose DHT seems to increase AR-V4 mRNA expression.
AR-V7rv levels were downregulated by association of DHT
107"*M and flutamide only at the 9th day of treatment.

The treatment with flutamide alone was just able to
decrease the mRNA levels of AR-FL, presenting no effect
on AR-Vs mRNA expression over time.

Androgenic modulation of AR-Vs protein

To assess the effect of DHT on cellular localization of AR
and AR-V7, the only isoform with a specific antibody
commercially available, we performed immunofluorescent
staining of C4-2B cells. For AR staining, the antibody used
(C-19) recognizes the C-terminal domain of the receptor, in
order to detect AR-FL but not AR-Vs, which lose the
ligand-binding domain (LBD) [20]. As shown in Fig. 2, we
were able to detect both AR-V7 and AR-FL in C4-2B cell
line. In sequence, we describe the effect of two different
concentrations of DHT, with or without the AR antagonist
flutamide, on modulation of the cytoplasm-nucleus transi-
tion of the receptor and its isoforms over time.
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Fig. 2 Androgenic modulation of AR-Vs protein expression in C4-2B cells. Immunofluorescent images showing dynamic changes in the presence
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Fig. 3 Schematic representation
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As shown in Figs. 2 and 3, DHT 10~ M downregulated
AR-FL and AR-V7 protein expression over time. This
effect was intensified when flutamide was associated to
DHT 10~%M. Initially, AR-V7 and AR-FL proteins were
detected both in nuclei and cytoplasm of C4-2B cells. At the
6th day of treatment, we observed a negative modulation of
DHT 10~® M on nuclear and cytoplasmic expression of AR-
FL and AR-V7. This effect is maintained with the presence
of flutamide. DHT 10~®M alone was able to maintain its
negative modulation on AR-V7 expression until the 9th day
of treatment, but was not able to retain AR-FL in the
cytoplasm until this time, when we detected AR-FL in the
nuclei of C4-2B cells. When administered with flutamide,
DHT 10~* M was able to retain both AR-FL and AR-V7 to
the cytoplasm after the 6th day of treatment, down-
regulating the overall protein expression of AR-FL and AR-
V7, and prevented all dynamic changes on its cellular
localization over time.

Under DHT 10~"* M, at the 3rd day of treatment, AR-FL
and AR-V7 were present in cytoplasm and in nuclei, which
was similar in the presence of flutamide. On the 6th day of
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treatment, both treatments retained AR-V7 and AR-FL in
the cytoplasm. On the 9th day of treatment, AR-V7 was
detected with higher intensity in the cytoplasm, although
AR-FL was faintly detected in the nuclei of C4-2B cells.
Interestingly, we observed a curious AR-V7 staining at the
border of the nucleus.

When we analyzed cells treated only with flutamide, on
the 3rd day of treatment we observed a strong AR-FL
staining in the nucleus, which was downregulated on the 6th
day, but reversed on the 9th day of treatment. In this con-
dition, AR-V7 levels were minimal over time and showed
no major modification.

To test if our results were cell line-dependent, we eval-
uated also LNCaP cells, which gave rise to C4-2B cells but
presented an androgen-dependent behavior and expressed
AR-Vs [21]. In LNCaP cells, DHT 10~®M negatively
modulated the nuclear expression of AR-FL and AR-V7
(Online Resource). When administered with flutamide,
cytoplasmic levels of AR-FL and AR-V7, and nuclear
levels of AR-FL were upregulated. This association seems
to inhibit only AR-V7 nuclear expression.
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Fig. 4 Cell growth of C4-2B e £0.045: ooy
cells after treatment of DHT P=0.002
associated or not with flutamide. P=0.044
Cell proliferation was measured _—

according to SRB assay (see
materials and methods). The bar
graphs show mean values + SD
averaged from four experiments.
P-values were obtained using
GEE followed by Bonferroni
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Hormone effects on cellular growth

We also analyzed cell growth of C4-2B cells under different
treatments (Fig. 4). The dose of DHT 10°*M did not
modify cellular growth of C4-2B during the time course of
the experiment. As expected, the lower DHT dose (107"
M) presented a proliferative effect enhancing proliferation
in almost 80% when compared to control in the 9th day,
although did not reach statistical significance (P> 0.05).
The association of DHT 10™'3 M to flutamide improved this
proliferative effect (239.3%, P =0.045). This effect was
also observed in administration of flutamide alone (245.2%,
P =0.002).

Discussion

It is widely accepted that androgens play a central role in
the biology of the prostate. Indeed, the balance between
androgen-induced cell proliferation and apoptosis is
thought to be a major regulator of growth in both normal
and cancerous prostate. However, the relationship
between total T levels and PCa is controversial. For years,
it was believed that T was a direct cause of PCa. Although
the development of PCa is androgen-dependent, the
incidence of PCa actually increases as systemic androgen
levels decline with age. Even though some studies have
found a correlation between increased cancer growth and
higher levels of circulating free T [22, 23], suggesting that
clinically low levels of free T may be protective against
PCa, other independent groups have found an opposite
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association [24, 25]. Recent studies demonstrated that low
levels of free and total serum T are associated with an
increased risk of high-grade PCa, being associated with
aggressive PCa and predicting poor PCa-specific survival
[26-28]. Early data from previous works demonstrated
decreased tissue levels of DHT in castration-resistant PCa
when compared to benign prostatic hyperplasia (BPH) [4,
29], and lower levels of T were also associated with
reduced risk of BPH [28, 30]. Nevertheless, taken toge-
ther, these results do not support the hypothesis that
androgens are a direct cause of PCa development and
growth. While it is well established that castration causes
PCa regression, the assumption that high T levels cause
PCa is not supported [24].

Xu et al. [31] proposed a model supposing that as T
levels fall below a threshold, prostatic cells reach the limit
of their compensatory capabilities, thus impairing adaption
to lower levels of T and, finally, triggering the prostatic
carcinogenesis process. By this process, prostate cells adjust
themselves to progressively declining androgen levels. In
such way, one interpretation is that rising AR-Vs expression
could be, at least in part, a compensatory mechanism to
lower levels of androgens conferring an advantage to this
“non-favorable” milieu in PCa cells. The relationship
between DHT levels and disease-free survival was already
demonstrated by Geller et al. [32]. AR-Vs expression is
related to PCa relapse and, consequently, to shorter disease-
free survival. As demonstrated by Chan et al. [33], truncated
AR-Vs display a constitutive, basal level of nuclear locali-
zation that is sufficient for ligand-independent transcrip-
tional activity. They also demonstrated that signals that are
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critical for the regulatory cycle of the AR-FL appear to be
dispensable for AR-Vs.

AR-Vs show weak expression in androgen-dependent
cell lines, while in androgen-independent lines, such as
CWR22Rv1 and C4-2B, expression of AR-Vs is sig-
nificantly higher, which implies an inverse correlation
between AR-V expression and the dependence of androgens
[7]. As demonstrated in vitro by Watson et al. [9], AR-FL
and AR-Vs (AR-V1 and AR-V7) expressions are upregu-
lated by castration, while re-administration of androgens
suppressed their expression, which is in agreement with our
observation of an inverse relationship between androgens
and AR-Vs. Our recent results demonstrated that PCa
showed high AR-V1 and AR-V7 expression, while andro-
gens levels are decreased, as presented by previous works
[4, 29]. We supposed that when androgen levels decrease,
all processes involved with hormone-receptor pathways
may be altered. We observed interesting dynamic changes
in AR-Vs expression in response to androgens levels in cell
culture. We, therefore, focus the discussion below on the
course of each target (AR-FL and their variants) in response
to treatment over the time.

We observed an inverse relationship between high DHT
dose (107*M) and mRNA expression of AR-FL, AR-VI,
AR-V4, and AR-V7rv, which was not reversed by associa-
tion to flutamide. This could suggest the existence of
mechanisms that repress AR mRNA expression in response
to high DHT levels as proposed previously [9, 10, 15, 34],
which results in decreased AR-Vs expression. Administra-
tion of high levels of DHT was also able to retain AR-V7
protein in the cytoplasm (Fig. 2). Initially, AR-FL protein
expression was also downregulated by DHT 10~ M, and
although from the 6th to the 9th day AR-FL protein levels
showed an increase, the overall effect was negative. This
data confirms the negative modulation of DHT 10~%M on
AR-FL and AR-Vs and on its translocation to nucleus. The
association to flutamide maintained this inhibitory effect
and, additionally, prevented all dynamic changes on cellular
localization of AR-FL and AR-V7 (Figs. 2 and 3). Inter-
estingly, this high dose of androgen did not impair C4-2B
cell growth, which remained as the control group. This
finding highlights the role of mechanisms other than the
AR-related pathway to maintain cell proliferation of C4-2B
cells under high levels of androgen.

AR-FL mRNA presented a biphasic pattern under DHT
1073 M, initially decreasing and then increasing its levels,
which is in agreement with the nuclear AR-FL protein
response, suggesting an adaptation of the cells under low
levels of androgen. This biphasic response of AR-FL mRNA
was not observed when DHT 10~"* M was co-administrated
with flutamide. DHT 10~"*M plus flutamide promoted
dynamic chances on AR-VI and AR-V7 mRNA expression
in the time course experiment, which draws attention to the

effect of this treatment over AR-Vs expression and also to
the adaptation of those variants to treatment over time.
Noteworthy, this association stimulated AR-V4 mRNA
expression. As presented here, administration of DHT 10
~13M with flutamide positively affected AR-FL and AR-V7
protein levels.

As discussed above, administration of DHT 10~ M did
not significantly affect the cellular growth of C4-2B cells.
However, DHT 10~'3M enhanced cellular growth, which
was improved by the association to flutamide. This pro-
liferative effect was also observed in administration of flu-
tamide alone. Of note, at the 9th day of treatment, DHT 10
~13 M associated to flutamide and flutamide alone expressed
higher levels of AR-V4 in comparison to the 6th day and
also when compared to control. This increase of AR-V4
mRNA, which was already reported to dimerize with AR-
FL, could activate AR-canonical targets and increase AR-
FL nuclear localization, as recently suggested by Zhan et al.
[35]. The proliferative effect of flutamide (and its associa-
tion to low levels of DHT) on C4-2B cells could be
explained by a mutation in AR, which turns flutamide into
an agonist of AR. In the 1990s, Veldscholte et al. [8]
reported the mutation T877A in the LBD of AR in LNCaP
cells, which is retained by C4-2B cells. Because of its
location, this mutation is not present in AR-Vs, which do
not present the LBD, so flutamide cannot act as an
antagonist in these receptors. This AR mutation is located in
the AF-2 domain that spans codons 874 to 910 of AR and
binds AR coactivators, being central to AR signaling. It
allows AR activation by steroids, such as estrogen and
progesterone; however, it also allows that antagonists, such
as flutamide, act as agonists, activating the receptor instead
of blocking it [36]. Moreover, it is already known that this
mutation promotes PCa cell growth and cell survival [37].
The activation played by antagonists implies that even after
androgen blockade, androgen signaling remains intact and
that a selection of cells harboring altered AR with broa-
dened ligand specificity could occur to maintain cell pro-
liferation [38]. Promiscuous binding mediates higher trans-
activation through mutant AR. Previous works showed that,
in patients with PCa expressing T877A, PCa progressed to
androgen independence after antiandrogen treatment [38].
AR mutations that alter ligand specificity may influence
tumor progression subsequent to androgen withdrawal by
making the AR more responsive to adrenal androgens or
antiandrogens [39].

In our work, we observed a decrease of AR-FL and AR-Vs
under high levels of androgen by qPCR and immuno-
fluorescence. In addition, it is believed that low levels of
androgens could favor AR-Vs expression, which is in con-
cordance with previous works [7, 9, 10]. In the control con-
dition (supplemented with charcoal-stripped FBS—without
steroids), we observed an increasing expression of AR-FL and
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AR-V7 over time in C4-2B cells. We could yet expect that
AR-FL will remain in cytoplasm, since there is no androgen
to initiate its nuclear translocation. In LNCaP cells, in spite of
the presence of AR-FL at nucleus at day 3, we observed that
its nuclear intensity was negatively regulated over time,
confirming the prior idea. As suggested by Cao et al. [40],
AR-Vs facilitate AR-FL nuclear localization in the absence of
androgen. This could explain the increased expression of AR-
FL in nuclei even in an androgen-depleted milieu. AR-V7,
which is constitutively expressed by C4-2B and is positively
regulated in the absence of androgens, facilitates AR-FL
nuclear localization [40]. In the LNCaP cell line, the high
dose of androgens also promoted dynamic changes in the
cellular localization of AR-V7 protein, with a decrease of its
nuclear levels and an increase of cytoplasmic levels,
demonstrating a response of this LBD-lacking variant to
elevated levels of androgen (Online Resource). This response
was opposite to the observed by Mediwala and colleagues,
whose showed that AR-V7 did not respond to saturating
concentrations of DHT (2 to 10nM) in LNCaP cells [42].
Even in the presence of flutamide, we observed that DHT 10
“8M is able to retain the AR-V7 in the cytoplasm. However,
the co-administration of DHT 10°®*M and flutamide pro-
moted increased AR-FL protein levels in cytoplasm and
nuclei of LNCaP cells. The lower dose of DHT seemed not to
exert any effect neither on AR-V7 protein levels nor on its
cellular localization. Nuclear localization of AR-FL was also
not changed, even though cytoplasmic levels of AR-FL seem
to be downregulated by DHT 10~ M (this effect was sus-
tained under flutamide co-administration). These findings
suggest that, in LNCaP cells, AR-V7 protein expression is
modulated only by saturating concentrations of DHT.

The effect of flutamide alone was remarkable, since it
downregulated AR-FL mRNA expression, but positively
regulated AR-FL protein levels in C4-2B cells, which could
suggest a post-transcription regulation mechanism. The AR-
Vs did not show significant changes in their mRNA levels,
which could be explained by the lack of LBD in AR-Vs,
namely, flutamide has no place to bind.

In this work, we demonstrated dynamic changes on AR-
FL and AR-Vs under androgen modulation. We observed a
negative modulation of AR-FL and AR-Vs by high con-
centration androgen (DHT 10~ M). The administration of
DHT 10 *M with flutamide showed an even greater
downregulation effect. Although low levels of androgen did
not change the overall expression of the evaluated receptors,
they demonstrated fascinating dynamical changes on cel-
lular localization over time. Treatment with DHT 10~"* M
induced C4-2B proliferation, which was intensified by the
association to flutamide, as well as by flutamide alone. We
believe that the mutation T877A in the AR could confer a
growth advantage for PCa cells harboring this mutation.
The results presented here support the assumption that
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aberrant mRNA processing may underlie prostate pro-
liferation. Our results highlight the contribution of AR-Vs
in the dance of androgenic modulation. Although the
growth of the prostate cannot be explained solely by a mere
increase or decrease in the response of AR-Vs to androgens,
these findings support the importance of androgenic mod-
ulation of AR-Vs.

Once the adaptations of tumor cells to milieu changes are
complex and involves genetic alterations, polymorphisms,
abnormal growth response, decreased or diminished apop-
tosis and even the combined effects of all of these factors,
under some form of androgenic control [41], more works
are needed to clarify the role of AR-Vs in the establishment
and progression of PCa. Collectively, the present work
represents a preliminary characterization that can be
extended in the future to significantly enhance our under-
standing of androgen modulation of AR-Vs in prostate
tumors and, perhaps, indicate new treatments for PCa.
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Online Resource 2 Schematic representation of dynamic changes in cellular

localization of AR-FL and AR-V7 under androgenic treatment (DHT 10® M and 1013 M,
associated or not to flutamide) in LNCaP Cells. Nuclei and cytoplasm localization were analyzed
using the function "Image Calculator" of the ImageJ software (see Materials and Methods).

Stained elements were measured by the command “Analyze Particles”.
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6. DISCUSSAO GERAL

Os resultados presentes nessa Tese permitem a ampliagcdo do conhecimento cientifico
no papel do AR e das AR-Vs na fisiopatologia das alteracGes proliferativas da préstata, HPB e
CaP. Até o momento, o papel exato das AR-Vs no desenvolvimento destas alteracdes
prostaticas ainda ndo foi esclarecido e permanece sob discussdo. As AR-Vs sédo
constitutivamente ativas, de forma que ndo necessitam da presenca de androgénios para
serem ativadas e exercerem seu papel na transcricdo génica. Entretanto, sua expressao pode

ser modulada pela presenc¢a de androgénios.

No Artigo 1 (Androgen receptor isoforms expression in benign prostatic hyperplasia and
primary prostate cancer), estudamos a expressdo das AR-Vs na HPB e no CaP hormonio-
sensivel. A primeira observacao a ser feita € que todos os alvos estudados (MRNA e proteina)
foram expressos em todas as amostras analisadas. Este dado confronta a afirmacgéo de que as
AR-Vs seriam expressas somente no CPRC (Hornberg, Ylitalo et al. 2011; Antonarakis, Lu et
al. 2014). Enquanto que outros autores estudaram a expressao das AR-Vs em amostras de
cancer avancado, resistente a terapia de ablagdo androgénica e em metéstases (Dehm,
Schmidt et al. 2008; Guo, Yang et al. 2009; Hu, Dunn et al. 2009; Sun, Sprenger et al. 2010;
Hornberg, Ylitalo et al. 2011), nés detectamos que estas variantes sdo expressas ndo sé no
tecido tumoral, mas também no tecido hiperplasico. Nossos dados expandem o papel das AR-
Vs para além da resisténcia a terapia, trazendo novas possibilidades para o entendimento da
fisiopatologia dos tumores da prostata. A partir dos dados apresentados neste trabalho e na
literatura, pode-se especular que, no caso do carcinoma prostatico, durante a progressao
tumoral para um estigio mais agressivo pode ocorrer a sele¢cdo de subclones capazes de
resistir a terapia de ablacdo androgénica e de manterem a proliferacdo celular (Watson, Chen
et al. 2010). A teoria de expressédo progressiva das AR-Vs é fundamentada por achados da
literatura que demonstram a relacdo inversa entre a dependéncia androgénica e a expressao
das isoformas, que se apresentam em niveis menores em linhagens celulares androgénio-
dependentes mas em niveis significativamente maiores em linhagens androgénio-

independentes (Guo, Yang et al. 2009). Essa relagdo inversa remete ao trabalho de Watson e
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cols. (2010), que demonstrou que o AR-FL e as AR-Vs sdo regulados positivamente pela
castracdo, enquanto que a readministracdo de androgénio é capaz de suprimir a expressao
destes receptores. Em concordancia com esta teoria, conforme os dados apresentados na
sessdo de Resultados, Capitulo | - Estudo dos niveis intrateciduais e circulantes de esteroides,
a expressédo génica das isoformas AR-V1 e AR-V7rv encontra-se aumentada no CaP, enquanto
que o0s niveis intrateciduais de esteroides encontram-se diminuidos. Reduzidos niveis
intrateciduais de androgénios sédo relacionados a recidiva tumoral e @ menor sobrevida livre da
doenga (Geller, de la Vega et al. 1984). No CaP, estes desfechos desfavoraveis podem ser
consequéncia do favorecimento a formacao das AR-Vs, que ocorre em resposta aos baixos

niveis intrateciduais de androgénios.

Com o objetivo de estudar a associacdo entre a expressao génica do AR-FL e das AR-
Vs e o estadiamento tumoral do CaP, as amostras deste grupo foram estratificadas de acordo
com o escore de Gleason, classificando as amostras em dois grupos de acordo com o grau (<7
(3+4) e 27 (4+3). Encontramos uma maior expressao das AR-Vs nas amostras com Gleason de
alto grau (27 (4+3)). O que demonstra a associacdo entre a expressao génica das isoformas e
a agressividade tumoral. Por outro lado, ndo observamos diferenca de expressdo quando as
amostras foram classificadas de acordo com a recidiva bioquimica, o que corrobora com dados
da literatura que demonstram que AR-V7 e AR-V1 nédo apresentam associagdo com a recidiva

bioguimica (Zhao, Coram et al. 2012).

As diferentes isoformas estudadas neste trabalho apresentam ndo somente correlacao
em nivel de expressdo génica, refletindo sua origem partir de um mesmo pré-mRNA, mas
apresentam também relacdo a nivel funcional. A coexpressdo das AR-Vs resulta em uma
fascinante interacdo entre esses receptores. Haja vista, a coexpressdo de AR-V7 e AR-V1
resulta em anulacdo do ganho de funcéo pelo AR-V7, indicando que o AR-V1 possa atuar
como um regulador negativo do AR-V1 (Watson, Chen et al. 2010; Zhan, Zhang et al. 2017).
Desta maneira, quando coexpresso com o0 AR-V1, o AR-V7 ndo é capaz de ativar seus alvos
gendmicos. No entanto, o AR-V1 é capaz de ativar seletivamente o sinal canénico, ou classico,
do AR-FL (Zhan, Zhang et al. 2017). Por conseguinte, se todas isoformas (AR-V1, AR-V4, AR-

V7 e AR-FL) sé@o expressas em ambos tecidos (CaP e HPB), mas no CaP ha maior expressao
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de AR-V1, pode haver uma priorizacdo da via candnica do AR-FL. Enquanto isso, na HPB, ha
maior expressdo de AR-V4, que atua promovendo a ativacdo de alvos canbnicos do AR-FL
mas também de alvos AR-Vs-especificos. A nosso ver, este € um achado importante deste
trabalho, visto que no tecido hiperplasico pode haver a ativacao de ambas as vias, AR-FL e

AR-V7, ndo havendo favorecimento de nenhuma destas vias.

Como discutido anteriormente, neoplasias mais agressivas e de estagio mais avangado
expressam maiores niveis de AR-V7 (Hu, Dunn et al. 2009; Hornberg, Ylitalo et al. 2011).
Acreditamos que nessa situacdo, os niveis de AR-V7 superem os niveis de AR-V1,
favorecendo assim a via do AR-V7. Esta teoria é fundamentada por trabalhos prévios da
literatura que ja demonstram a relagdo entre o AR-V7, o CRPC e o desenvolvimento de
metastases (Scher and Sawyers 2005; Dehm, Schmidt et al. 2008; Guo, Yang et al. 2009; Hu,
Dunn et al. 2009; Sun, Sprenger et al. 2010; Watson, Chen et al. 2010; Hornberg, Ylitalo et al.

2011; Qu, Dai et al. 2015).

Em suma, na HPB ha maior expresséo de AR-V4, que ativa a via candnica do AR-FL e
também a via do AR-V7. No cancer horménio-sensivel, h4 maior expressdo de AR-V1, que
atua como regulador negativo do AR-V7, mas ativa a via do AR-FL. E, no CRPC, a via do AR-
V7 é favorecida. A correlacdo encontrada entre a expressédo de AR-V4 e o escore de Gleason
ressalta a participagdo desta isoforma na progressdo do cancer para estagio mais avangados
de agressividade. Ainda que nos graus mais avancados de cancer nés tenhamos observado e
destacado a importante participacdo do AR-V7, a isoforma AR-V4 também esta presente. E a
presenca dessa isoforma permite que a célula tumoral tome vantagem de ambos os lados da

via do AR (AR-FL e AR-V7), ainda que se sugira um favorecimento via AR-V7.

A relacdo entre a expressdo da AR-Vs e marcadores do ciclo celular e da apoptose
também foi avaliada. A ideia principal foi verificar se estes marcadores estariam alterados, uma
vez que as AR-Vs sdo autoativadas e ndo dependem de controle transcricional para exercer
suas acles intracelulares. Em outras palavras, em uma situacdo onde as AR-Vs sao
expressas, qual seria o efeito nos genes relacionados ao ciclo celular e a apoptose? No CaP, a
correlacdo entre BCL2 com AR-FL e AR-V7 sugere a associacdo entre as vias relacionadas ao

AR-FL e ao AR-V7 com o processo antiapoptotico. Estes resultados fortalecem a teoria de que
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estes receptores (AR-FL e AR-V7) também tem papel na regulacdo da apoptose, podendo
contribuir para a progressdo do CaP. Ainda ha muito a ser desvendado acerca dessas
interacdes, mas nossos achados, ainda que iniciais, instigam futuros estudos que auxiliem a
desvendar os complexos mecanismos intracelulares envolvidos na progressdo do CaP para

estagios ndo-responsivos a terapia de bloqueio androgénico.

A técnica de imunohistoquimica, escolhida para avaliar a expresséao proteica em tecido,
€ amplamente utilizada tanto para a pesquisa quanto para o diagndstico clinico. A detecgéo
proteica foi realizada utilizando os anticorpos AR-NTD, AR-CTD e AR-V7. O anticorpo anti-AR-
V7 é especifico para a isoforma em questéo e o anticorpo anti-AR-CTD é especifico para o AR-
FL. Enquanto isso, o anticorpo anti-AR-NTD liga-se no dominio N-terminal, que é expresso
pelas AR-Vs e pelo AR-FL, detectando assim tanto o AR-FL quanto as AR-Vs. Desta forma,
uma amostra positiva para AR-NTD pode refletir a expressdo de quaisquer proteinas do AR
estudadas neste trabalho. Por outro lado, uma amostra positiva para AR-CTD, mas negativa
para AR-NTD e AR-V7 reflete a expressdo de AR-FL, porém a auséncia de AR-Vs. Dada a
auséncia de anticorpos especificos para cada uma das AR-Vs, Zhang e cols. (2011), sugerem
a utilizacdo da razéo entre os anticorpos AR-NTD e AR-CTD para o estudo da frequéncia geral
das isoformas truncadas no dominio C-terminal (Zhang, Morrissey et al. 2011). Esta abordagem
utiliza a razdo da marcacgdo dos anticorpos que reconhecem as regides N e C-terminal do AR
(AR-NTD/AR-CTD) e permite assim a identificacdo das AR-Vs. Deste modo, foram utilizados
anticorpos contra os dominios N e C-terminal da proteina do AR para verificar a prevaléncia
geral das variantes do AR, onde o valor resultante corresponde a expressao total das AR-Vs.
Entretanto, este método ndo fornece dados especificos acerca de qual AR-Vs apresenta maior

expressdo. Assim, escolhemos utilizar também um anticorpo especifico para detectar o AR-V7.

O conhecimento da localizagé@o celular dos receptores nucleares é fundamental para
discutir a acdo destes receptores na fisiologia celular. Para obter dados quanto a localizagdo
celular dos alvos deste estudo, ndcleo e citoplasma de células epiteliais e das células
estromais foram avaliados separadamente. Cabe ressaltar que ainda que se aceite como
padrdo a acdo nuclear classica dos receptores nucleares, onde a presenca nuclear destes
receptores € requisito para sua agao sobre a transcricdo génica, devemos observar que a agao

ndo-classica destes receptores tem recebido cada vez mais atengdo. Compreende-se como
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ndo-classica a agéo citoplasmatica (ndo-gendmica) destes receptores, sendo capazes de ativar
moléculas de sinalizagdo intracelular, como por exemplo via ativagdo de proteinas quinase e

fosforilacdo (Foradori, Weiser et al. 2008).

Como apresentado no Artigo 1 (Androgen receptor isoforms expression in benign
prostatic hyperplasia and primary prostate cancer), as células epiteliais de ambos 0s grupos
foram positivas para os trés anticorpos utilizados. Este dado representa mais um achado
bastante interessante do nosso trabalho, visto que foi possivel a detecg¢éo tanto do AR quanto
de suas isoformas no tecido de CaP hormonio-sensivel e também no tecido de HPB.
Complementando nossos dados de expressdo génica, esses dados de expressao proteica
contradizem a teoria inicial de que a expressdo das AR-Vs aconteceria somente como
consequéncia da terapia de ablagdo androgénica, de forma que essas isoformas ndo seriam
expressas, ao menos em nivel substancial, no tecido benigno e no tecido neoplasico hormdnio-
sensivel (Guo, Yang et al. 2009; Sun, Sprenger et al. 2010). A marca¢do estromal positiva é
bastante interessante dada importancia da sinalizagdo androgénica estromal para o
desenvolvimento do tecido prostatico normal e hiperplasico, e também para o crescimento e

progressédo do CaP (Zhang, Morrissey et al. 2011).

N&o observamos diferengca nos niveis de expressdo proteica de AR-V7 quando
comparadas as amostras de HPB e CaP. Entretanto, devemos ressaltar a deteccdo de AR-V7
nos compartimentos epitelial e estromal das amostras analisadas, somada a detec¢édo desta
isoforma no citoplasma e também no nucleo destas células. A auséncia da sequéncia de
localizacéo nuclear (NLS, do inglés nuclear localization sequence) na proteina do AR-V7
chama atenc¢éo para sua deteccdo nuclear. Isto é, ainda que a NLS esteja ausente, 0 AR-V7 é

capaz de alcancgar o nucleo celular.

Sabe-se que a localizagdo nuclear é passo fundamental para a acdo gen6mica dos
receptores nucleares. Diferentes AR-Vs apresentam diferentes habilidades de translocacao
nuclear. Enquanto que o AR-V7 é capaz de translocar-se para o nucleo, outras isoformas,
como AR-V1 e AR-V4, localizam-se primariamente no citoplasma (Zhan, Zhang et al. 2017).
Como ja descrito, a translocacdo nuclear do AR requer a dimerizacdo do receptor, o que

também é verdade para as AR-Vs. As isoformas AR-V1 e AR-V4 localizam-se principalmente
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no citoplasma e a formacéo de heterodimero com AR-V7 ou AR-FL facilita sua translocacgao
nuclear. Contudo, ainda que a translocacédo dos heterodimeros AR-V1/AR-FL e AR-V4/AR-FL
aconteca somente quando o AR-FL esta ligado ao androgénio, a associagao AR-V1/AR-FL é
capaz de ativar seletivamente a sinalizacdo canénica do AR-FL (Zhan, Zhang et al. 2017). Por
outro lado, quando o AR-V1 esta associado ao AR-V7, ele blogueia a capacidade do AR-V7 em
conferir crescimento celular resistente a castracdo. Portanto, 0 AR-V1 é capaz de atuar como
ativador transcricional para o AR-FL, mas como supressor transcricional para o AR-V7 (Zhan,
Zhang et al. 2017). Deste modo, ainda quando expressas somente no citoplasma, as AR-Vs
apresentam relevancia clinica que deve ser levada em consideracdo. O entendimento atual é
gue a presencga das AR-Vs é biologicamente relevante na HPB e no CaP hormdnio-sensivel;

todavia, o exato papel das AR-Vs na fisiopatologia destes tumores ainda nédo esta claro.

No Artigo 2 (Androgenic modulation of AR-Vs), nds investigamos a modulacdo
androgénica das AR-Vs de modo a ampliar a compreensdo da regulacdo molecular destas
variantes. No CaP, baixos niveis de androgénios sdo associados a agressividade e a recidiva
tumoral, e também a menor sobrevida livre da doenga (Geller, de la Vega et al. 1984; Biolchi,
Silva Neto et al. 2013; Bayar, Sirin et al. 2017; Tu, Gu et al. 2017), o que é refor¢ado pela
evidéncias que apresentadas na sessdo de Resultados, Capitulo | - Estudo dos niveis
intrateciduais e circulantes de esteroides, que demonstram niveis menores de esteroides
intrateciduais no CaP quando em comparacdo a HPB. Ainda que a castragdo resulte em
regressdo do CaP, os resultados aqui apresentados ndo suportam a ideia de que a T seja uma
causa direta do CaP, e nem de que altos niveis de T possam causar o CaP (Morgentaler 2006).
Uma teoria bastante coerente proposta por Xu e cols. (2015) é que conforme os niveis de T
caem abaixo de determinado limiar, as células prostaticas atingem o limite de suas
capacidades compensatérias, o que implica na adaptacdo a estes baixos niveis de T e, em
Ultima instancia, no estimulo ao inicio do processo carcinogénico (Xu, Chen et al. 2015). Deste
modo, as células prostaticas adaptam-se ao declinio progressivo dos niveis de androgénios.
Acreditamos que a expressdo das AR-Vs possa fazer parte desta adaptacdo, conferindo certa
vantagem as células que as expressam. Como ja discutido anteriormente, estas isoformas
constitutivamente ativas apresentam expressao nuclear, podendo dirigir a proliferacdo celular

num ambiente onde estimulo androgénico encontra-se diminuido ou até ausente.



97

Existe uma relacdo inversa entre a expressdo das AR-Vs e os niveis de androgénios
(Guo, Yang et al. 2009; Watson, Chen et al. 2010). De fato, observamos que, enquanto o CaP
apresenta menores niveis de androgénios, ha maior expressao de AR-V1 e AR-V7, o que nos
permite assumir que quando os niveis de androgénios diminuem, a célula adapta-se a este
novo ambiente, de modo que a maquinaria horménio-receptor-resposta celular seja modificada.
Assim, numa situacéo onde a ativacdo do receptor selvagem acontece como consequéncia da
ligacdo do hormdnio, mas os niveis hormonais encontram-se reduzidos, e a célula precisa
manter sua proliferacdo, da-se inicio a expressdo de receptores auto-ativados, que

independem da presencga de horménio para manter a prolifera¢éo celular.

Os resultados obtidos em cultura celular de linhagem androgénio-independente (C4-
2B) confirmam esta relacdo inversa entre as AR-Vs e os androgénios. NOs observamos que
altas doses de DHT (108 M) reprimem a expressédo génica do AR-FL, AR-V1, AR-V4 e AR-V7.
Esses dados sugerem a existéncia de mecanismos intracelulares capazes de regular
negativamente a expressdao do mRNA do AR em resposta a DHT, como ja proposto por outros
autores (Yeap, Krueger et al. 1999; Watson, Chen et al. 2010; Yu, Chen et al. 2014; Kohli, Ho
et al. 2017). A modulacdo androgénica também acontece a nivel proteico, onde altos niveis de
DHT foram capazes de reter o AR-V7 no citoplasma celular, sugerindo um mecanismo de
blogueio a translocagdo nuclear desta isoforma. Observamos também um efeito negativo de
altos niveis de DHT sobre a translocacado nuclear do AR-FL. Juntos, esses dados confirmam a
modulacdo negativa exercida por altas doses de DHT sobre a expressdo génica de AR-FL e
AR-Vs e também sobre a translocagdo nuclear destes receptores. A este experimento
adicionamos o antagonista do AR, flutamida, que nédo foi capaz de reverter a acdo da DHT.
Ainda que a DHT tenha regulado negativamente o AR, ndo houve impacto sobre a proliferagéo
celular. Este dado sugere que outros mecanismos além do AR estejam envolvimentos na

manutencéo da proliferagdo celular sob altos niveis de androgénios.

Também estudamos a resposta desta linhagem androgénio-independente a niveis
reduzidos de DHT (1012 M). A resposta do AR-FL frente a baixa dose de DHT foi bastante
interessante. Inicialmente, observamos uma regulacdo negativa sobre 0 mRNA, que foi seguida
por uma tendéncia a recuperagdo da expressdo, sugerindo um mecanismo de adaptacéo frente

aos niveis reduzidos de androgénios. Essa resposta bifasica do AR-FL ndo foi observada
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guando associamos flutamida a baixa dose de DHT, mas essa associacdo exerceu efeito sobre
as AR-Vs. A presenca de resposta das AR-Vs a esta associacdo por si sO0 € bastante
interessante, visto que tanto DHT quanto flutamida exercem, classicamente, sua acdo via
ligacdo ao LBD - dominio este ausente nas AR-Vs. O curioso aqui € como essas moléculas que

ligam em uma regido ausente nas isoformas poderia exercer acdo sobre estas?

Ainda quanto ao tratamento com baixas doses de DHT em linhagem androgénio-
independente, observamos um aumento na proliferacdo celular em resposta ao tratamento.
DHT 1013 estimulou a proliferacdo celular das células C4-2B, efeito este que foi favorecido na
associacdo com flutamida. Ademais, este efeito positivo sobre a proliferacdo celular também foi
observado quando as células foram tratadas com flutamida isolada. Com base nos dados de
expressdo génica, o aumento do AR-V4, que pode formar heterodimero com o AR-FL e ativar
seus alvos candnicos pode ser uma explicagdo para este feito. De fato, a associacdo entre AR-
V4 com AR-FL ndo-ligado (em uma situagdo de auséncia de androgénios, como no caso do
tratamento com flutamida isolada) é capaz de ativar os alvos candnicos do AR (por exemplo,
PSA) ainda que a localizag&o celular ndo seja afetada (Zhan, Zhang et al. 2017). Por outro
lado, a associagdo entre AR-V4 com AR-FL ligado a androgénio (como no caso da associagao
DHT + flutamida) é capaz de favorecer a translocacdo nuclear do AR-FL (Zhan, Zhang et al.

2017).

No caso do aumento da proliferacdo em resposta ao tratamento com flutamida
(associada ou ndo a DHT1013 M), a resposta pode ser consequéncia de uma mutagdo (T877A)
no gene do AR que faz com que a flutamida atue como agonista do receptor, ao invés de atuar
como antagonista. Descrita nas células LNCaP na década de 1990, esta mutagdo ocorre no
LBD e é retida pela linhagem C4-2B, que é derivada das células LNCaP (Veldscholte,
Berrevoets et al. 1992). Devido a sua localizagdo no LBD, esta mutagdo ndo esta presente nas
AR-Vs. A presenca desta mutagdo possibilita a ativacdo do AR de modo inespecifico, ou seja,
este receptor passa a ser ativado pela ligagdo de outros esteroides como estrogénio e
progesterona, e ainda, permite que antagonistas como a flutamida, atuem como agonistas,
ativando o receptor em vez de bloqueéa-lo (Shi, Ma et al. 2002). A presenca dessa mutacao ja
foi relacionada a proliferagdo e a sobrevivéncia das células do CaP e também a independéncia

androgénica, uma vez que permite que a sinalizacdo via AR possa ser mantida mesmo sob
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blogueio androgénico (Tan, Sharief et al. 1997; Taplin, Rajeshkumar et al. 2003; Sun, Shi et al.
2006). Para tanto, acredita-se em um tipo de selegdo de células que apresentam essa mutagao
para manter a proliferagdo do CaP (Taplin, Rajeshkumar et al. 2003). Além de estimular a
proliferacdo, o tratamento com flutamida isolada foi capaz de regular negativamente a
expressdo génica do AR-FL; contudo, regulou positivamente sua expressao proteica, sugerindo
mecanismos de regulacdo pos-transcricional que permitem a manutencdo dos niveis proteicos
do receptor, por exemplo, via reducdo de sua degradacdo. E como relatado, a auséncia de

efeito sobre as AR-Vs pode ser devido & auséncia do LBD para a ligagdo da flutamida.

Enquanto que niveis aumentados de DHT regulam negativamente a expresséo do AR-
FL e das AR-Vs, niveis reduzidos ou ausentes de DHT podem favorecer a expressao das AR-
Vs. Nos nossos experimentos, a auséncia de DHT foi representada pelo grupo controle, que
continha somente meio de cultura desteroidado acrescido do veiculo etanol, onde observamos
um aumento da expressdo do AR-FL e das AR-Vs no decorrer do tratamento. Uma vez que
ndo ha androgénio para ligar ao AR-FL, se espera que ndo aconteca a translocacao para o
ndcleo. Entretanto, foi observada marcacao nuclear para este receptor. Este achado corrobora
com os dados abordados anteriormente que mostram que as AR-Vs podem formar
heterodimero com o AR-FL e favorecerem assim a translocacdo do receptor para o nucleo
mesmo na auséncia de ligante (Cao, Qi et al. 2014; Zhan, Zhang et al. 2017). Isto pode explicar

a expressao nuclear do AR-FL mesmo em um ambiente sem androgénios.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesta tese suportam a teoria de que as AR-Vs estao
envolvidas na fisiopatologia dos tumores prostaticos. Nossos dados demonstram que as AR-Vs
participam dos diferentes eventos proliferativos das células prostaticas, embora seu
mecanismo de acédo exato ainda ndo esteja claro. A identificac@o e a caracterizacdo funcional
de moléculas diferencialmente expressas entre os tecidos normal e tumoral sdo fundamentais
para a compreensdo do processo carcinogénico e para o desenvolvimento de terapias
antitumorais. E, também, para a compreensdo dos processos que governam a proliferacdo no

tecido hiperplasico.

Os niveis reduzidos de esteroides intrateciduais associados a expressao elevadas de
AR-Vs no CaP sugerem uma modulagdo hormonal das isoformas, o que foi confirmado in vitro.
Enquanto que niveis elevados de DHT regulam negativamente a expressao do AR-FL e das
AR-Vs, niveis reduzidos de DHT regulam positivamente a expressédo das AR-Vs, confirmando a
relacdo inversdo entre AR-Vs e androgénios. No CaP, os niveis diminuidos de androgénios
favorecem a expressé@o das AR-Vs. Todas as AR-Vs estudadas sé@o expressas nos tecidos de
HPB e de CaP. A partir dos dados apresentados, sugere-se que na HPB os elevados niveis de
AR-V4 ativem a via candnica do AR-FL e também a via do AR-V7, ndo havendo priorizacdo de
uma das vias. Ja no CaP hormdnio-sensivel, ocorra maior expressdo de AR-V1, que atua como
regulador negativo do AR-V7, favorecendo a via do AR-FL. E, no decorrer da progressédo do
CaP para estagios mais avancados, a expressdo de AR-V7 é favorecida, a ponto de reverter a
regulacdo negativa exercida por AR-V1 sobre o AR-V7. Isso permite que nessa fase do CaP

avancado, o AR-V7 atue como principal fator transcricional.

Os resultados apresentados nesta Tese demonstram que o AR-FL e as AR-Vs
respondem a modulacdo androgénica, onde altos niveis de DHT atuam como reguladores
negativos da expressdo destes receptores, efeito este aumentado quando na presenca de
flutamida. Ainda que a DHT baixa ndo altere os niveis de expresséo destes receptores, eles

apresentam uma interessante resposta na sua dindmica de localizacdo celular. O tratamento
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com DHT baixa foi capaz de estimular a proliferagdo celular, o que foi intensificado pela
associacdo a flutamida. A partir dos resultados aqui apresentados, sugerimos que a mutagéo
T877A atribui vantagem proliferativa as células que a expressam. Assim, 0 processamento

aberrante do mRNA pode favorecer a proliferacdo das células prostaticas.

A adaptacdo das células tumorais as mudancas do meio pode ocorrer via diferentes
mecanismos, 0S quais podem envolver respostas bastante complexas. Estas adaptacfes
envolvem desde alteragBes genéticas, polimorfismos, alteragédo de crescimento e apoptose, até
alteracdo a nivel hormonal. Esse complexo mecanismo justifica a necessidade de mais
pesquisas que visem esclarecer o papel das AR-Vs no estabelecimento e progressao do CaP
hormdnio-sensivel. Ainda que o presente trabalho represente uma caracterizacdo preliminar,
ele deve ser estendido no futuro de forma a melhorar significativamente a compreenséo da
modulacdo androgénica de AR-Vs em tumores de prostata e, talvez, indicar novos abordagens
terapéuticas para o CaP em estagio inicial. Demonstramos que as AR-Vs sdo expressas ja no
tecido benigno e CaP hormdnio-sensivel e que a expressao dessas variantes sofre modulagéo

androgénica.
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9.  ANEXO |

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Expressdo génica e proteica de isoformas do Receptor de Androgénios (AR) e sua

modulacédo androgénica em hiperplasia prostatica benigna e cancer de prdstata

Prezado Senhor

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas (expresséo de
genes) que podem se associar a um risco aumentado de desenvolver cancer de préstata ou

hiperplasia prostatica benigna.

A expressdo modificada do receptor de androgénios pode estar envolvida com
alteracdes no tecido normal da préstata que podem levar a formacdo da hiperplasia prostéatica

benigna e do cancer de prostata.

Como o senhor tem o diagndstico de

(hiperplasia prostatica benigna ou cancer de prostata) e lhe foi recomendada cirurgia para a
retirada da glandula, gostariamos de convida-lo para participar deste estudo. Caso aceite, sua
participagcdo no estudo consistira em: uma coleta de amostra de sangue, a permitir que apds a
retirada da peca cirirgica, trés pequenos fragmentos da mesma (10 mm x 5 mm) sejam
encaminhados para estudo genético (analise da expressao de genes e proteinas) e consulta a
dados do seu prontuario, como idade, peso, altura, uso de medicamentos e dosagens
hormonais anteriores. O restante da peca cirdrgica sera destinado normalmente a biépsia
(exame histopatoldgico). Portanto, ndo havera modificacéo da técnica cirargica. O material sera
coletado apés o término da cirurgia, e este procedimento ndo apresenta risco adicional
conhecido para sua saude, limitando-se aos procedimentos que ja serdo usados em sua

cirurgia. Devemos salientar que os desconfortos que ocorrem apoés a cirurgia séo devidos ao
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procedimento cirargico em si e ndo tém relacdo com o procedimento de coleta dos pequenos

fragmentos.

Quanto a coleta sanguinea, o Sr. serd submetido a coleta de até 10 mL de sangue
venoso, hoje, apos lhe explicarmos este termo de compromisso e o senhor assina-lo, com o
objetivo de realizar dosagens de horménios. Os riscos envolvidos com essa coleta sdo os
inerentes ao procedimento, sendo a ocorréncia de pequenos hematomas (manchas roxas) a

alteracdo mais comum.

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras de sangue e de tecido, por um
periodo de 5 anos, para que outras caracteristicas possam ser analisadas em outros trabalhos
de nosso grupo relacionadas a linha de pesquisa “mecanismo de acdo de hormodnios
esterdides em tecido prostatico”. Novos projetos com a utilizagdo deste material serdo também
apresentados ao Comité de Etica em Pesquisa e um novo termo de consentimento sera
apresentado ao senhor. No futuro, essas caracteristicas poderdo auxiliar na identificacao de
fatores de risco de desenvolver tumores de prostata e também na compreensao do mecanismo
de desenvolvimento destas altera¢des prostéticas. No entanto, os resultados deste estudo néo

trardo beneficios diretos para o senhor.

( ) Aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para

investigacdes futuras.

( ) Nao aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para

investigacdes futuras.

O senhor é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa ndo
implicard em prejuizo a seu atendimento neste Hospital. Ndo haverd despesa para sua
participagdo neste projeto. O senhor recebera uma via deste termo de consentimento, sendo
gue a qualguer momento o seu consentimento em participar deste estudo podera ser retirado.
Todas as informacdes obtidas estardo a sua disposigéo se assim desejar. Todos os resultados
referentes a pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada

sua total confidencialidade.
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A pesquisadora responsavel por este projeto € a Prof2. Dra. lima Simoni Brum da Silva
(laboratério LAGOM, n°® 12106, Centro de Pesquisa Experimental, HCPA, telefone 51 33597625
ou Laboratério de Biologia Molecular Enddcrina e Tumoral, UFRGS, 51 33083559). Caso o
senhor tenha qualquer davida sobre o projeto podera nos contatar nos telefones indicados
acima. Outras ddvidas podem também ser esclarecidas junto ao Comité de Etica em Pesquisa

(CEP), de segunda a sexta-feira, das 8h as 17h no HCPA, telefone 51 33598304.

Eu, , fui

informado dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada, bem como do
procedimento de coleta de sangue a que serei submetido e das determinacdes de
caracteristicas genéticas e soroldgicas que serdo realizadas. Recebi uma via deste termo de
consentimento e também a garantia de resposta a davidas ou esclarecimentos relacionados a

pesquisa e da seguranc¢a da confidencialidade dos dados obtidos.

Local e data:

Paciente ou responsavel (nome legivel):

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:
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ANEXO I

HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE - HCPA / W““‘
UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressao génica e proteica de isoformas do Receptor de Androgénios (AR) e sua
modulagdo androgénica em hiperplasia prostatica benigna e cancer de prostata.

Pesquisador: Ilima Simoni Brum da Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 33432114.2.0000.5327

Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 834.783
Data da Relatoria: 15/10/2014

Apresentacao do Projeto:

O cancer de préstata (CaP) e a hiperplasia prostatica benigna (HPB) sdo as doengas da préstata mais
comuns, e ambas sao alteragdes do controle do crescimento prostatico, compartilhando uma prevaléncia
aumentada com o avango da idade. A deprivagao androgénica é uma das opgdes de tratamento mais
comuns para o CaP e, embora resulte em um periodo de regressao clinica, muitos pacientes acabam
progredindo para uma condicao refrataria a terapia hormonal, conhecida como CaP independente de
androgénios (resistente a castragao). Alteragées moleculares no receptor de androgénios (AR) tém sido
associadas a progressao do CaP.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar a expressdao do RNAm e da proteina das isoformas do AR (AR3, AR4, AR5 e AR6) no tecido
prostatico proveniente de pacientes com HPB ou CaP, e avaliar a possivel associagdo da expressao génica
e proteica dessas variantes do AR com a agressividade tumoral e a recidiva bioquimica.

Objetivo Secundario:

Quantificar e comparar a expressao proteica do AR e de suas isoformas AR3, AR4, AR5 e AR6 em tecido de
CaP e HPB e em linhagem celular (CWR22Rv1);comparar a localizagao celular das
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diferentes isoformas entre tecido tumoral e adjacente de CaP e tecido benigno de HPB;verificar a possivel
correlagao entre a localizacao celular de cada isoforma com a agressividade tumoral e recidiva bioquimica
do CaP;analisar a possivel associagao entre a expressao das isoformas do AR com a idade de
desenvolvimento da HPB ou do CaP, com o estadiamento tumoral do CaP e niveis séricos de PSA;confirmar
por sequenciamento a expressao das isoformas em tecido benigno e neoplasico; estudar a modulacao
hormonal das isoformas em cultura primaria de HPB e de linhagem celular (LNCaP) via andlises
moleculares e proteicas,realizar a quantificagao a quantificagao sérica de testosterona total, SHBG e
testosterona livre;quantificar os niveis de testosterona e diidrotestosterona intraprostaticos nos 3 tecidos
analisados;realizar o acompanhamento dos pacientes que compdem o biorrepositério de tecido prostatico do
laboratério para avaliar o desfecho clinico; recidiva ou ébito.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Nao ha riscos conhecidos para o paciente. Os beneficios ndao serdo diretos. Nao sera oferecido nenhum
aconselhamento genético baseado nos dados do paciente mesmo que seja extensivo aos familiares.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

COMENTARIO DO CEP:

1) Um dos critérios de exclusao é uso de bloqueadores da alfa-redutase. Qual o periodo sem a utilizagao
tendo em vista que este € um dos tratamentos indicados para HPB e havera um bloqueio enzimatico
residual?

RESPOSTA PESQUISADORES:

Ha pelo menos 3 meses, tempo necessdario para que nao haja acao residual. Esta informagao foi
acrescentada ao projeto.

PENDENCIA ATENDIDA

COMENTARIO DO CEP:

2) O que é caracterizado como material de descarte dos varios procedimentos cirlrgicos citados na pagina
19.

RESPOSTA PESQUISADORES:

O material de descarte se refere ao tecido que ndo € necessario para exame anatomopatolégico de rotina e
sera descartado.
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PENDENCIA ATENDIDA

COMENTARIO DO CEP:

3) As amostras serdo coletadas pelos préprios participantes do estudo sem a presenga de um patologista
que garanta que a violagdo do espécime cirlirgico nao acarretara dano ao uso da mesma para o diagnostico
e estadiamento oncolégico.

RESPOSTA PESQUISADORES:

As coletas no bloco cirdrgico sado realizadas pelo médico urologista responsavel pela cirurgia que tem
experiéncia na separacao do tecido tumoral. Os participantes da pesquisa acompanham a coleta, recebem o
material ja separado, acondicionam e transportam para o laboratério.

PENDENCIA ATENDIDA

COMENTARIO DO CEP:

4) Qual sera o momento exato de coleta de sangue do paciente e em que sitio de puncao. Podera ser
durante a cirurgia?

RESPOSTA PESQUISADORES:

A coleta de sangue sera realizada imediatamente apés a aplicagcao do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Como sao feitas dosagens hormonais a partir deste material coletado, nao é possivel
realizar a coleta no momento da cirurgia uma vez que o paciente encontra-se hemodiluido (normalmente
esta sob soroterapia). Ja realizamos algumas dosagens de amostras hemodiluidas, e observamos que os
dados encontrados nao se correlacionaram com as dosagens esperadas, mesmo ap6s correcao pela
dosagem de albumina. A coleta sera realizada por pungao venosa periférica em membro superior.
PENDENCIA ATENDIDA

COMENTARIO DO CEP:

5) Sé sera coletado material de tumor? Nao havera coleta de areas adjacentes ou de tecido normal?
RESPOSTA PESQUISADORES:

Coletamos sempre material de tumor, area adjacente (macroscopicamente normal) e tecido normal. O
paragrafo foi modificado para ficar mais especifico.

“Durante as cirurgias de Prostatovesiculectomia e Prostatectomia Radical para a retirada do tumor maligno,
a prostata sera fatiada pelo urologista para detectar o nddulo tumoral. Depois de localizado, o nédulo
tumoral sera retirado e dividido em duas partes, assim como o tecido
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adjacente e tecido normal (distante do tumor). Um fragmento de cada amostra sera enviado para o Servigo
de Patologia a fim de confirmar o diagnéstico histolégico, e o outro fragmento sera armazenado em um
criotubo plastico de 2,0 mL, imediatamente armazenado em RNAlater para transporte ao laboratério, sendo
ap6s armazenado em freezer -80°C.”

PENDENCIA ATENDIDA

COMENTARIO DO CEP:

6) Qual o local de armazenamento das amostras?

RESPOSTA PESQUISADORES:

As amostras sdo armazenadas em freezer - 80 °C no Departamento de Fisiologia - Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude - UFRGS.

PENDENCIA ATENDIDA

COMENTARIO DO CEP:

7) Atualizar as referéncias que embasam o projeto. Ha informagdes anacronicas, como por exemplo, 0 TNM.
Ha citagdo de somente 3 artigos dos Ultimos trés anos.

As questdes comentadas deverao ser esclarecidas de acordo com as consideragdes apontadas na lista de
pendéncias deste parecer.

RESPOSTA PESQUISADORES:

O TNM esta descrito no paragrafo “O estadiamento patolégico, pTNM, sera avaliado de acordo com o
resultado...”, pagina 24.

Foram incluidas novas referéncias mais atuais, e todas informacdes acrescentadas estao grifadas em
amarelo.

PENDENCIA ATENDIDA

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

COMENTARIOS DO CEP:

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) necessita das seguintes adequagdes:

a) A utilizagao das amostras para novos estudos é muito ampla. Deve ser especificicada que tipo de estudos
e em que linha de investigagao estas amostras poderao ser utilizadas e por quanto tempo.

b) Ha termos contidos no TCLE que podem ser melhor explicados: peca cirlrgica, estudo genético (anélise
da expressao de genes), exame histopatolégico...A linguagem deve ser a mais acessivel possivel.
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c) Nao estda mencionada a autorizagao para o acesso aos dados do prontuario do pacientes.

d) Corrigir no segundo paragrafo a mengéo de nao haver riscos. E necessario mencionar que nao sao
conhecidos riscos e descrever os possiveis desconfortos.

e) Mencionar que os participantes serdao chamados para reconsentir no caso de uso das amostras
armazenadas pelos pesquisadores.

d) Informar que todas as duvidas poderéo ser esclarecidas antes e durante o curso da

pesquisa, através de contato com o pesquisador responsavel, incluindo seu nome e

local de origem na instituicdo, com o respectivo telefone comercial. Se desejado, incluir

o nome de outro pesquisador, além do pesquisador responsavel. Nao ha a necessidade de celular dos
pesquisadores no caso deste projeto. Responsavel pelo projeto € somente um dos pesquisadores, o qual é
o cadastrado como responsavel na Plataforma Brasil.Rever a maneira como esta descrito este paragrafo no
TCLE.

RESPOSTA DOS PESQUISADORES:

Quanto as adequacgodes propostas ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), todas as
sugestoes foram realizadas, e um novo TCLE foi anexado a Plataforma Brasil e ao WebGppg.
PENDENCIAS ATENDIDAS

O TCLE esta redigido em linguagem clara e acessivel, contendo todos os itens recomendados pelo CEP e
diretrizes vigentes.

Recomendacdes:

Nada a recomendar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

As pendéncias anteriormente apontadas foram atendidas e estao descritas nos campos Comentarios e
Consideracdes sobre a Pesquisa e Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria.

O projeto ndo apresenta pendéncias e esta em condi¢es de aprovagao.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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Consideracoes Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovagao (versao do projeto de 07/10/2014, TCLE de 07/10/2014 e demais
documentos submetidos até a presente data, que atendem as solicitaces do CEP) refere-se apenas aos
aspectos éticos e metodoldgicos do projeto. Para que possa ser realizado o mesmo devera estar cadastrado
no sistema WebGPPG em razao das questdes logisticas e financeiras.

O projeto somente podera ser iniciado apés aprovacao final da Comissao Cientifica, através do Sistema
WebGPPG.

Qualquer alteragao nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagdo do CEP. Informamos que
obrigatoriamente a versao do TCLE a ser utilizada devera corresponder na integra & versao vigente
aprovada. A comunicagao de eventos adversos classificados como sérios e inesperados, ocorridos com
pacientes incluidos no centro HCPA, assim como os desvios de protocolo quando envolver diretamente
estes pacientes, devera ser realizada através do Sistema GEO (Gestao Estratégica Operacional) disponivel
na intranet do HCPA.

PORTO ALEGRE, 16 de Outubro de 2014

Assinado por:
José Roberto Goldim

(Coordenador)
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