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Apresentacao




Nas ultimas décadas, o cancer de préstata tem emergido como uma das
causas mais comuns de doencas na populagdo masculina. Nos Estados Unidos e
no Brasil é o segundo mais comumente diagnosticado apds o cancer de pele, nao
melanoma e a segunda causa de morte em homens depois do cancer de pulmao.
O Sudeste do Brasil apresenta um dos maiores indices de incidéncia desse tipo
de tumor, sendo que em Minas Gerais, ele ocupa o segundo lugar em casos
diagnosticados e o terceiro em numero de 6bitos.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o nimero de casos
novos estimados para o Brasil em 2006 foi de 47.280. Estes valores
correspondem a um risco estimado de 51 casos novos a cada 100 mil homens.
Estima-se que a freqUéncia para a regidao Sul seja de 68/100.000, 63/100.000 na
regido Sudeste, 46/100.000 na regido Centro-Oeste, 34/100.000 na regido
Nordeste e, 22/100.000 na regiao Norte.

O rastreamento de anomalias prostaticas é realizado por trés etapas: o
exame fisico (toque retal), a dosagem do antigeno prostatico especifico (PSA) e a
ultra-sonografia transretal (USTR). A USTR é indicada quando os resultados do
toque digital ou das dosagens de PSA sdo anormais, em que é requerida a
analise de fragmentos da prostata. A realizacao do toque retal e das dosagens do
PSA sérico sdo recomendados em todos os homens a partir de 50 anos, e a partir
dos 45 anos para pacientes com histérico familiar. Para os pacientes com cancer
de prostata o estadiamento clinico e o resultado histopatolégico sdo de
fundamental importédncia para o planejamento terapéutico, e se baseiam
principalmente nas andlises do sistema de classificacdo TNM (Tumor Node-
Metastasis) e na escala de Gleason.

Destacando caracteristicas de sua biologia, o cancer de prostata
corresponde a uma alteragdo no balango entre a proliferagdo e a morte celular.
Durante os estagios iniciais do crescimento do céancer, as células irdo responder
aos mesmos fatores regulatérios (horménio-dependente), embora as taxas de
proliferagdo celular sejam maiores do que as de morte celular. A disfuncado no
processo regulatério associada a mutacdes genéticas, reflete graus de respostas
anormais dos fatores de crescimento, gerando um processo que leva a formacgao
de clones autdbnomos de células malignas, que passa a nao responder ao controle

androgénico (horménio-independente).



Diversas aberracoes génicas e cromossOmicas tém sido reportadas como
sendo capazes de levar ao aumento, redugcdo ou mesmo a perda de expressao
génica em células com cancer de préstata. As andlises utilizadas em genética
molecular, como a transcricdo reversa seguida da reagcdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR), tém permitido a analise diferencial da expressao de
diversos genes entre amostras contendo células fenotipicamente normais e
aquelas que apresentam potencial para malignidade. Dentre os varios genes
prostaticos envolvidos na ativacdo para a carcinogénese estdo: os prostaticos
especificos, ativadores transcricionais, reguladores, sinalizadores, receptores,
supressores e oncogenes que podem atuar de forma integrada entre si e com
fatores ambientais, modulando diferencialmente a resposta individual, bem como
os diferentes fenétipos da doenca. Assim, a natureza maligna do cancer de
préstata revela ser essa uma doencga heterogénea, multifocal e multifatorial, além
de ser uma patologia com grande impacto sobre a qualidade de vida dos
pacientes que a apresentam. De acordo com os dados publicados sobre os
potenciais marcadores para o cancer de préstata e baseado no banco de dados

GeneCards (http://www.genecards.org) parte dos genes associados com a

ocorréncia, desenvolvimento e progressao dessa patologia, foram sumarizados na
Tabela 1.

O trabalho aqui apresentado visa buscar métodos auxiliares para o
diagnostico do cancer de préstata, tanto para a doenca localizada quanto em
estagios avancados, as quais requerem diferentes medidas terapéuticas. Os
estudos em oncogenética molecular para o cancer de prostata vém sendo
realizados pelo LABGEM/UFU (Laboratério de Genética Molecular/UFU) desde
2001, e genes como o KLK2, KLK3, PSMA, LSP, CEACAM-1, PTI, TP53, VDR,
PCA3, AR, SRD5A2, eNOS, TGF-beta e OPN tém sido testados para verificar
seus papeéis associados a polimorfismos ou mutagdes pontuais no DNA e a
alteracdes na expressdo génica comparado as doengas benignas. No presente
trabalho, quatro dos genes listados na Tabela 1 e dois associados a acéo da
testosterona foram avaliados quanto aos seus perfis de expressdes génicas,
utilizando a técnica de RT-PCR. A literatura tem demonstrado que a testosterona,
apods entrar nas células prostaticas, é convertida em diidrotestosterona pela

enzima 5-alfa redutase (gene SRD5A2), atuando em genes alvos, como o KLK2 e



KLK2, por ligacao ao receptor de androgeno (gene AR). Ainda, a regulagdo de um
outro gene, o PSMA, indica uma regulacdo por andrégenos em seus niveis
intracelulares, contudo nenhum ARE (elemento de resposta a andrdégenos) tem
sido encontrado na regidao promotora desse gene. Dessa forma, baseado nos
dados significantes quanto a importdncia clinica e a biologia diretamente
associada a acao da testosterona no céncer de préstata, foram avaliados os
produtos transcricionais dos genes SRD5A2, AR, KLK2, PCA3, PSA e PSMA.

Nos quatro capitulos que se seguem serdo abordadas as alteracdes
transcricionais dos seis genes e suas implicagées no diagnéstico do cancer de
préstata por meio de: analises semi-quantitativas dos transcritos génicos do AR,
SRD5A2, KLK2, PSMA e PCAS3 pela RT-PCR de tecidos prostéticos provenientes
de pacientes com a HPB (hiperplasia prostatica benigna) e com cancer de
préstata (Capitulo I); analises qualitativas dos transcritos génicos do KLK2, KLKS,
PSMA e PCAS por RT-PCR Nested de sangue periférico de pacientes com cancer
de prostata, HPB e de voluntarios saudaveis (Capitulo Il); andlises conjuntas dos
transcritos do gene PCA3 em tecidos prostaticos e em sangue periférico, usando
ambas as técnicas, no diagnostico molecular do cancer de préstata (Capitulo 111)
e, por fim, uma caracterizacdo molecular do gene PCA3 com a descricdo de
novos variantes transcricionais e suas frequiéncias em pacientes com cancer de
prostata, HPB e em individuos saudaveis (Capitulo 1V).

Em resumo, pretende-se com esta tese fornecer novas informagoes
moleculares que possam ser uUteis como ferramentas complementares aos
parametros clinicos e laboratoriais existentes no diagnéstico do céancer de

prostata.



Tabela 1: Potenciais marcadores moleculares associados ao cancer de préstata.

Marcador Locus Localizacao Funcéao Funcéo Bioldgica e
Cromossémico Subcelular Bioquimica Celular
Caderina-1 16g22.1 Membrana Ligagéo a Adeséo celular
plasmatica Catenina/integrina
DD3/PCA3 9g21-22 Nucleo/ Nao-codificante Desconhecida
citoplasma
HSP90 11913 Citoplasma Chaperona Resposta ao stress
celular
IGFBP-3 7p13-12 Secretado Ligacao a IGF Sinalizagao/apoptose
IL-6 7p15.3 Secretado Citocina Diferenciacédo de
células-B
KLK2 19913.41 Secretado Protease Clivagem
Met-Lys/Ser-Arg
Maspin 18021.3 Extracelular Inibidor de Supressor de invasao
protease celular
NKX3.1 8p21 Nucleo Fator de Proliferagéao celular
transcrigcao
OPN 4922.1 Secretado Ligacdo a Integrina  Interagao
Célula-matriz
p53 17p13.1 44 Nucleo Fator de Paralizacéo do
transcri¢cao crescimento/apoptose
PCGEM1 2932 Nucleo/ Nao-codificante Proliferacao
citoplasma celular/sobrevivéncia
KLK3 (PSA) 19q913.3-.4 Secretado Protease Liquefagdo do semen
PSCA 8024.2 Membrana Desconhecida Desconhecida
plasmatica
PSMA 11p11.2 Membrana Folato hidrolase Resposta ao stress
plasmatica celular
RNAseL 1925.3 Citoplasma/ RNAse Resisténcia viral
Mitocondria
TERT 5p15.33 Nucleo Transcriptase Sintese telomérica
reversa
VEGF 6p12 Secretado Ligacdo ao VEGFR Angiogénese

Fonte: http://www.genecards.org, Tricoli JV, Schoenfeldt M, Conley BA (2004) Detection of Prostate Cancer and Predicting

Progression: Current and Future Diagnostic Markers. Clin Cancer Res 10: 3943-3953.



CAPITULO I:

Anadlise semi-quantitativa dos niveis transcricionais dos genes
AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCA3 em tecidos com hiperplasia

prostatica benigha e adenocarcinoma prostatico

' FORMATO DE SUBMISSAO PARA DIAGNOSTIC MOLECULAR PATHOLOGY



Abstract

Prostate cancer is a common disease in the world and in some countries it is one of the
main causes of male population mortality. Some molecular markers have been associated
with prostate carcinogenesis. To observe changes in transcript levels of the AR, SRD5A2,
KLK2, PSMA and PCAS3 genes, the mRNA was analyzed in tissues with prostatic
adenocarcinoma (PCa, N= 48) and benign prostatic hyperplasia (BPH, N= 25), performed
through a differential multiplex RT-PCR assay. Significant differences were observed in
the relative expression of these genes between cancerous and non-cancerous tissues.
The optical density ratio of the cDNA amplicons between PCa and BPH for the AR gene
was 1.6-fold higher for the prostatic adenocarcinoma. On the other hand, the SRD5A2
mRNA levels were associated with BPH and were 1.4-fold higher than that of PCa. For
KLK2, PSMA and PCAS3, the transcriptional levels were respectively, 1.9-, 1.9- and 5-fold
higher in PCa than those in BPH tissues. Of the diagnostics tests carried through
individually, the PCAS3 gene was that presented higher sensitivity and accuracy, and the
inclusion of the serum PSA improved the sensitivity (of 76 to 92%), positive preditive value
(of 85 to 94%), negative preditive value (of 60 to 62%) and accuracy (of 74 to 78%). The
results suggest that the higher AR, KLK2, PSMA, and PCAS3 and/or reduced SRD5A2
genes expression in prostatic tissues may indicate the occurrence of prostate
adenocarcinoma; however the PCA3 and serum PSA analysis together are highly
promising as auxiliary method in the diagnosis of this cancer.

Key words: AR, SRD5A2, KLK2, PSMA, PCA3, multiplex RT-PCR, gene expression,
prostate cancer, benign prostatic hyperplasia.



Resumo

O cancer de prostata € uma doenga comum no mundo e ja assumiu em alguns
paises uma das principais causas de mortalidade da populacdo masculina. Varios
marcadores moleculares tém sido associados a génese do cancer de préstata. A fim de
demonstrar a expresséo diferencial dos niveis transcricionais dos genes AR, SRD5A2,
KLK2, PSMA e PCA3 em doengas prostaticas, o RNAm foi analisado em tecidos com
adenocarcinoma prostatico (CaP, N= 48) e hiperplasia prostatica benigna (HPB, N= 25)
por meio da técnica RT-PCR multiplex semi-quantitativa. Foram observadas diferengas
significativas na expressao relativa desses genes entre 0s tecidos cancerosos e nao-
cancerosos. A taxa de densidade otica entre os amplicons para cDNA provenientes do
gene AR foi 1.6 vezes maior no adenocarcinoma prostatico. Por outro lado, os niveis de
RNAm do gene SRD5A2 foi associado com a HPB e foi 1.4 vezes maior do que no CaP.
Para os genes KLK2, PSMA e PCAS3, os niveis transcricionais foram respectivamente,
1.9, 1.9 e 5 vezes maior no cancer comparado a tecidos benignos. Dos testes
diagnésticos realizados, o gene PCAS individualmente foi o que apresentou as melhores
sensibilidade e acuracia, sendo que a inclusdo das medidas de PSA sérico melhorou a
sensibilidade (de 76 para 92%), o valor preditivo positivo (de 85 para 94%), o valor
preditivo negativo (de 60 para 62%) e a acuracia (de 74 para 78%). Os dados sugerem
que a maior expressao dos genes AR, KLK2, PSMA e PCAS3 ou expressao reduzida do
gene SRD5A2 em tecidos prostaticos podem indicar a ocorréncia do adenocarcinoma da
préstata, sendo que as analises do gene PCA3 juntamente aos do PSA sérico sao

altamente promissores como método auxiliar no diagnéstico desse tipo de cancer.

Palavras-chave: AR, SRD5A2, KLK2, PSMA, PCA3, RT-PCR multiplex, expressao
génica, cancer de prostata, hiperplasia prostatica benigna.



Introducéao

Os horménios esterbides apresentam importante papel no crescimento,
diferenciacao e fisiologia de tipos celulares, como células prostaticas, células T,
células do timo e do sistema imune [1]. Em relagdo a prdstata normal, apds entrar
nas células prostaticas, a testosterona é convertida em diidrotestosterona (DHT)
pela acdo da enzima 5a-redutase tipo || (SDR5A2) [2-4].

Devido a conversao da testosterona em DHT com consequente ativagao de
vias gendbmicas e protedmicas, necessarias para a manutencdo das fungdes
normais da préstata, a caracterizagdo das agdes da enzima 5a-redutase tipo Il se
torna importante em niveis génicos e protéicos [5, 6]. Uma variedade de farmacos
capazes de bloquear a atividade da enzima 5a-redutase tipo Il tém sido
sintetizados para tratamento de patologias da préstata e para prevenir o cancer
de préstata. Quanto aos niveis dos transcritos do gene SRD5A2, Luo et al. [7]
demonstraram, por RT-PCR semi-quantitativa, que o cancer de prostata esta
associado com reduzida expressao desse gene. Contudo, esses dados apontam
para a necessidade de se estabelecer melhor quais sdo as implicagbes das
terapias que inibem os efeitos da 5a- redutase tipo Il nas doencas prostaticas.

A DHT modula a transcrigdo de genes de modo tecido-especifica e célula-
especifica pela sua associagdo ao receptor de andrégeno (AR) no citoplasma [2-
4], e posterior atuagdo no nucleo pela ligagdo do complexo formado (receptor de
andrégeno — diidrotestosterona) a elementos de resposta a androgenos (AREs)
[2, 3, 8]. O receptor de andrégeno € um membro da familia dos receptores
nucleares [9] que trans-ativa a expressédo de genes e medeia o recrutamento de
co-activadores e co-repressores [10-14]. Embora muitas doencas genéticas sejam
causadas pela presenca de mutagdes de ponto em determinados genes, um
grande numero de doencgas apresentam alteragdes no numero de cépias de um
gene. De acordo com Brinkmann et al. (1995) [15], as muta¢cdes no gene AR
podem contribuir para o crescimento celular aberrante no cancer de prostata e a
andlise de sua proteina revela ser essa uma molécula chave na recidiva do
cancer de préstata, o que implica que sua regulagdo possa ocorrer em nivel
transcricional. Alguns autores tém investigado os niveis de RNAm do gene AR por

northern blotting [16] ou RNase protection assay [17], demonstrando que o0s
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RNAm do gene AR sao pouco abundantes o que indica que sua quantificacao
permanece dificil por métodos convencionais.

Dentre os genes ativados pelo receptor de andrégeno estdo o KLK2 e o
KLKS [18]. Em humanos, até 1992, a familia dos genes que codificam para as
calicreinas teciduais incluia somente trés membros: gene que codifica a calicreina
pancreatica/ renal (KLK1), gene que codifica a calicreina glandular prostatica
(KLK2) e, o gene que codifica o antigeno prostatico especifico (KLK3 ou PSA).
Em 2000, Yousef e colaboradores [19] descreveram a existéncia de quinze genes
que estdo incluidos na familia das calicreinas. A calicreina glandular prostética, in
vitro, ativa a forma zimogénica do uPA (ativador plasminogénio tipo urocinase),
sugerindo ter influéncia na cascata proteolitica extracelular das células prostaticas
tumorais [20, 21]. O produto do gene KLKS, o antigeno prostatico especifico
(PSA) tem sido amplamente utilizado como marcador tumoral. Desde sua
descoberta em 1979 [22], a sua utilizacdo no acompanhamento dos pacientes e
como método auxiliar no diagnéstico clinico tem melhorado a detecgao do cancer
de préstata. Contudo, atualmente, frente aos avancos cientificos e tecnoldgicos, o
uso das medidas desse antigeno na circulagdo tem sido discutido, por apresentar
elevados niveis também em doencas benignas da prostata, como hiperplasias e
prostatites.

Outro gene que também parece ser regulado pelos niveis prostaticos de
testosterona, o PSMA (antigeno de membrana prostatico especifico), tem
apresentado expressdao génica aumentada com a redugdo nos niveis de
testosterona, o que é confirmado pelo aumento da expressdo desse gene em
doenga hormoénio-refrataria de pacientes tratados [23, 24], no entanto, nenhum
ARE tem sido encontrado na regidao promotora desse gene [25, 26]. O antigeno
prostatico especifico de membrana, codificado pelo gene PSMA, é uma
glicoproteina transmembrana celular, composta por 750 aminoacidos e se
apresenta na superficie das células epiteliais da prostata, com uma estrutura
constituida de trés partes: uma regido interna com 19 aminoacidos, uma regiao
transmembrana com 24 aminoacidos e uma regiao externa com 707 aminoacidos,
cuja fungdo principal indica ser a de folato hidrolase, envolvido na biossintese

folato intraceluarmente [25, 27].
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O gene PCA3 de expressdo proéstata-especifica tem sido descrito
associado com a perda da homeostase prostatica, resultando no cancer de
préstata. O gene DD3/PCAS3 foi isolado pela técnica molecular que analisa a
expressao diferencial de genes (Differential Display) entre tecidos doentes e
saudaveis, o qual se mostrou altamente expresso no cancer de préstata
comparado a tecidos nao neoplasicos [28]. O gene PCA3 apresenta em sua
composicao 4 exons, sendo que os RNAm provenientes de um splicing do exon 2
parecem ser freqlentes no adenocarcinoma prostatico e a poliadenilagao
alternativa em trés diferentes posi¢cdes do exon 4 geram diferentes tamanhos de
transcritos [18].

A natureza heterogénea, multifatorial e multifocal do cancer de prostata o
torna um alvo importante para elucidagdo dos mecanismos associados a génese
e progressao dessa doenca considerada a segunda causa de morte por cancer
em homens, estando atras somente do cancer de pulméo [2, 29]. As técnicas de
biologia molecular tém fornecido ferramentas Uteis na andlise de mutagdes e da
expressdo de genes envolvidos nas mais diversas vias de desenvolvimento deste
cancer. Em relacdo ao cancer de préstata sdo cada vez mais freqlientes as
reportagens sobre o uso potencial da RT-PCR na descoberta de marcadores
potenciais associados a ocorréncia e desenvolvimento dessa patologia.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar a expressao dos genes AR,
SRD5A2, KLK2, PSMA e PCA3, por RT-PCR multiplex semi-quantitativa,
individualmente e em combinagdo. Essas analises foram feitas em tecidos
prostaticos benignos e malignos, a fim de se encontrar possiveis associacoes
entre os niveis de transcritos desses genes e a ocorréncia do cancer de préstata,
assim como verificar possiveis associagdes também com o estadiamento

anatomo-patoldgico e niveis de PSA sérico.
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Materiais e Métodos

Casuistica e obtencao das amostras

a) Triagem dos pacientes

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e pela equipe de urologia do Hospital
de Clinicas da referida instituicdo, mediante aprovacdo do comité de ética em
Pesquisa sob o numero de parecer 005/2001. Para a realizagdo da analise
molecular associada a parte clinica, foram coletadas amostras de tecidos
prostaticos mediante assinatura de um termo de consentimento. A coleta das
amostras foi realizada de janeiro/2001 a julho/2006, pelos médicos e residentes
da disciplina de Urologia da Faculdade de Medicina (FAMED) da UFU.

A triagem para obtengcédo dos grupos de estudo, estabelecida pela equipe
urolégica, foi iniciada para os pacientes com mais de 50 anos, sem histéria
familiar do cancer de proéstata, e a partir dos 40 anos, nos casos de historia
familiar ou em pacientes de raga negra, incluindo a avaliacao de sintomas do trato
urinario inferior, que freqiientemente estao relacionados a presenga da HPB, do
exame digital e das dosagens bioquimicas do PSA no sangue periférico.

b) Bidpsias

As biopsias foram realizadas por agulha, no Centro Cirurgico do HC/UFU.
O procedimento foi sempre realizado por via transretal, sendo coletados seis
fragmentos de cada lobo prostatico para andlise anatomo-patolégica, de forma
nao guiada por ultra-som. A analise patololégica das amostras quanto a presenca
do cancer de préstata foram feitas por macrodisseccdo. Posteriormente
confirmado o diagnéstico final da anatomia-patologica, os pacientes foram
encaminhados para o tratamento cirurgico definitivo, respeitando a técnica e as
indicacdes de cada patologia uroldgica individualmente. A prostatectomia radical
foi realizada para o cancer de préstata e a ressecgdo transuretral para os
pacientes com hiperplasia prostéatica benigna.
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Nos casos de cancer prostatico, o grau tumoral foi definido de acordo com
a escala de Gleason, e o estadio clinico de acordo com a classificagao TNM 92,

estabelecida pela Unido Internacional Contra o Cancer.

¢) Dosagem do PSA

Dois tubos de sangue de cada paciente foram encaminhados para o
laboratério de analises clinicas do HC da UFU onde se utilizou o kit de dosagem
quantitativo do PSA IMMULITE, de acordo com as instrugées do fabricante, com

valor normal entre 0 e 4,0 ng/mL.

d) Pacientes analisados e coleta das amostras

As amostras de tecidos maligno e benigno foram obtidas de 73 pacientes,
sendo que 48 apresentaram adenocarcinoma da prostata (CaP) e 25
apresentaram hiperplasia benigna (HPB). ApGs a coleta, as amostras de tecido
foram enviadas ao Laboratoério de Genética Molecular em RNAHolder (BioAgency)
para a manutencao da integridade do RNA e posteriormente armazenados em
ultrafrezeer a -80°C. A idade média dos casos de HPB e CaP foram de 71 e 66
anos, respectivamente. A média para o niveis de PSA sérico foi de 7.6 e 14.7
para os pacientes com HPB e CaP, respectivamente (Tabela 1). Dos pacientes
com CaP analisados, 63% apresentaram doenca localizada e 40% Gleason <7
(Tabela 2).

Tabela 1. Parametros clinicos para os pacientes analisados apresentando
hiperplasia prostatica benigna e cancer de prostata.

Diagndstico Idade PSA (ng/mL)

Clinico No. (%)  Média (SD) Variacdo Média (SD) Variacao
HPB 25 (34) 70.8 (10.4) 47 - 87 7.6 (6.1) 0.8—24.3
CaP 48 (66) 66.4 (7.4) 48 - 80 14.7 (6.2) 8.0—25.0

HPB = hiperplasia prostatica benigna; CaP = cancer de proéstata; No. = nimero de individuos; SD = desvio padrio.
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Tabela 2: Frequéncias dos pacientes com CaP segundo o sistema de

classificagdo TNM e grau de Gleason.

Estadiamento Pacientes
do Tumor No. (%)

pT1 3/48 (6)

pT2 27/48 (57)

pT3 17/48 (35)

pT4 1/48 (2)

Grau de Gleason

5-6 19/48 (40)

7 26/48 (54)

8-9 3/48 (6)

Extracao do RNA total

O RNA total foi extraido em duplicata para cada tecido analisado, utilizando
Trizol Reagent (Invitrogen) seguindo-se as recomendagdes do fabricante. A
qualidade do RNA total foi analisada por eletroforese em gel de agarose e por
leituras espectrofotométricas a 260 e 280 nm. A eletroforese foi feita em gel de
agarose 1,5 %, por 1 hora a 100 volts, utilizando-se como tampao de corrida TBE
(45 mM Tris-borato, pH 8,3 e 1 mM EDTA) 0,5 X, corado com 0,5 pg/ml de
brometo de etidio e visualizado por luz ultravioleta (sistema de video

documentacao ImageSystem — VDS, Amersham Biosciences).

Transcricao Reversa (RT)

A transcricao reversa foi realizada para cada amostra, utilizando 1 ug de
RNA total, 10 U de inibidor de RNase (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham
Biosciences), 1X de Tampéao da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 uM de
dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 pmoles de oligonucleotideos
hexadmeros como primers randémicos. O volume final de cada reacdo foi
completado para 20 pl com agua tratada com DEPC. A solucédo foi incubada em
termociclador PTC-100 (MJ Research) a 37°C por 1 hora e aquecida a 95°C por 5

minutos para desnaturagdo do hibrido RNA-cDNA e também, para inativacdo da
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enzima MMLV-RT. Reacgdes controle foram realizadas para a verificacao de
possiveis contaminantes exdgenos. O cDNA foi estocado a -20°C para posterior

amplificacao.

PCR Multiplex semi-quantitativa

As sequiéncias de todos oligonucleotideos utilizados, com seus respectivos
locais génicos de ligacdo e fragmentos gerados pela PCR estdo descritos na
Tabela 2. Os primers utilizados para a amplificacdo dos genes AR, SRD5A2,
KLK2, PCA3 e PSMA foram desenhados pelo programa Primer verséo 2.0.

A reacao de PCR multiplex semi-quantitativa para o gene AR foi realizada
para um volume final de 25 ul contendo: 4 ul de cDNA, 1.5 U of Tag DNA
Polimerase Platinum (Invitrogen), 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 2 mM
MgCl,, 200 uM dNTPs, 2.5 pmoles de primers direto e reverso para o gene B2M
(beta-2-microglobulina) [19] e 10.5 pmoles de primers direto e reverso do AR. A
reacdo para os transcritos do gene SRD5A2 foi realizada com as mesmas
condicdes, contudo foram utilizados 3 pmoles de primers direto e reverso. As
condi¢cbées de PCR foram: 95°C por 5 min, 10 ciclos a 94°C por 30 s, 61°C por 1
min, 72°C por 1 min, e mais 22 ciclos a 94°C por 30 s, 61°C por 40 s, 72°C por 50
s, seguido por uma extensao final a 72°C por 5 min.

A reacao de PCR Multiplex semi-quantitativa para os genes KLK2, PSMA e
PCAS foi realizada para um volume final de 25 ul contendo: 4 pl de cDNA, 1.5 U of
Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.3,
2.0 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 7 pmoles de primers direto e reverso para o gene
B2M; 4.0, 7.0 e 3.0 pmoles de primers para o gene KLK2, PSMA e PCAS3,
respectivamente. A reacao foi incubada por 10 ciclos a 94°C por 30 s, 60°C por 1
min, 72°C por 1 min, e mais 18 ciclos a 94°C por 30 s, 60°C por 40 s, 72°C por 50
s, precedida de uma desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min e uma posterior
extensdo final a 72°C por 5 min.

Os transcritos do gene B2M foram co-amplificados como controle interno e

semi-quantitativo de todas as reagdes realizadas. O numero de ciclos necessarios
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para que as reacOes estejam em fase exponencial de amplificacdo foram

experimentalmente determinados.

Tabela 3: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos
genes AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCA3 em amostras de tecidos prostaticos.

Gene Sequéncia de primers 5°-3’ Localizacdo Tamanho do produto
(direto/reverso) amplificado (pb)
AR CATGTGGAAGCTGCAAGGTCT Exon 2
GTGTAAGTTGCGGAAGCCAGG Exon4eb 464
SRD5A2 GGTACTTCTGGGCCTCTTCTG Exon 1
GAAGACACCCAAGCTAAACCG Exon2e3 211
KLK2 CAGCATCGAACCAGAGGAGT Exon 3
ACTAGAGGTAGGGGTGGGAC Exon 5 378 ' e 341
PSMA AGGGGCCAAAGGAGTCATTC Exon 6
CTCTGCAATTCCACGCCTAT Exon 7 196
PCA3 CCGAGGGAGACCAGGAAGAT Exon 1
ATCGATGACCCAAGATGGCG Exon 4 277
B2M? AGCAGAGAATGGAAAGTCAAA Exon 2
TGTTGATGTTGGATAAGAGAA Exon 4 536

"= A molécula de 378 pb representa um splicing alternativo descrito por Riegman et al. (1991) [30],
acesso No. AF188747 (www.ncbi.nlm.nih.gov); 2= Primers descritos por Bussemakers et al. (1999)
[28].

Analise da RT-PCR Relativa

Os amplicons obtidos foram separados eletroforeticamente em um gel de
agarose 2.0 % corado com 0.5 pg/ml de brometo de etideo. As imagens do gel
foram capturadas sob luz ultravioleta e as concentragdes relativas foram

estimadas pelas leituras densitométricas, dadas pelo IOD do programa Image
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Master'™ VDS Software (versdo 2.0 — Amersham Biosciences), seguida pelas
taxas relativas do RNAm alvo/B2M. Os resultados obtidos em duplicatas para
cada paciente foram submetidos a média para andlise final da estimativa dos
niveis relativos de RNAm dos genes AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCAGS.

Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa BioEstat, versao
3.0. O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para as comparagdes
de médias para a expressao relativa do AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCA3 entre
os grupos de CaP e HPB. Os niveis relativos dos genes AR, SRD5A2, KLK2,
PSMA e PCAS3 nos tecidos prostaticos com HPB e CaP foram dadas pela
representacao grafica por Box Plot evidenciando as medianas e os quartis. As
andlises de correlacdo de Pearson foram realizadas entre todos os parametros
clinicos e laboratoriais: niveis relativos do AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCAS3,
idade do pacientes no diagnostico, niveis do PSA sérico, sistema de estadiamento
TNM e grau de Gleason. Foi estabelecido um cut off para testar os indices de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
acuracia e para os célculos de Odds Ratio para os cinco genes individualmente e
em associagado. Foram considerados significativos os resultados com valores de
P< 0.05.
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Resultados

As amplificacdes para os transcritos dos genes AR, SRD5A2, KLK2, PSMA
e PCAS, por RT-PCR multiplex semi-quantitativa, mostraram que a estratégia de
reagdo multipla ndo apresentou competicdo prejudicial na amplificagéo,
permitindo grande eficiéncia na deteccdo dos niveis de expressao de genes
prostaticos de diferentes vias de atuacao.

Na Figura 1 foi representada a amplificagdo de cDNAs em formato
multiplex para os genes AR e SDR5A2. Em 1A e 1B estdo as amplifica¢des para
o gene AR em tecidos com HPB e CaP, respectivamente. As analises para a
expressao relativa deste gene foram significativamente diferentes entre os grupos
(P= 0.03), com niveis significativamente maiores no cancer de préstata
comparado a doencga prostatica benigna. Em 1C e 1D estdo as amplificacbes para
os genes B2M e SRD5A2 em tecidos com HPB e CaP, respectivamente.
Diferencas significantes foram observadas na expresséo relativa deste gene
SRD5A2 entre tecidos cancerosos e nao cancerosos (P= 0.02), apresentando
maiores niveis na doencga benigna (Tabela 4).

Na Figura 2A estao representadas as reacdes feitas para os amplicons de
cDNA dos genes B2M, KLK2, PSMA e PCA3 em separado e simultaneamente.
Em 2A estao os testes da reacdo de PCR demonstrando que a reacao multiplex
para os quatro genes em questdo pode ser realizada simultaneamente, sem
competicdo prejudicial nas amplificacées. Nas Figuras 2B e 2C estdo as
amplificagbes para os genes KLK2, PSMA e PCAS simultaneamente num formato
multiplex, e as amplificacbes para o gene B2M como controle enddgeno da
reacao da PCR relativa, em tecidos com HPB e CaP, respectivamente.

De acordo com os dados descritos na Tabela 4, a taxa de densidade 6tica
dos amplicons de cDNA para o gene AR foi 1.6 vezes maior no adenocarcinoma
em relacdo a HPB e, por outro lado, os niveis de RNAm do gene SRD5A2 foi 1.4
vezes maior na hiperplasia benigna comparado ao cancer de prostata. Para os
genes KLK2 e PSMA as taxas de densidade 6tica dos amplicons de cDNA foram
1.9 vezes maior no adenocarcinoma em relacdo a HPB e para o gene PCAS, a
diferenca foi maior em 5 vezes para o adenocarcinoma prostatico. A variacao de

expressao génica (limite superior e inferior) e os valores encontrados para os
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quartis na analise de expressao dos genes AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCAS3
podem ser visualizados na Figura 3. Essa representacdo grafica por Box Plot
demonstrou que para a expressado do AR, KLK2 e PSMA a maior diferenca esta
abaixo da mediana para o grupo HPB e acima do primeiro quartil para o grupo
CaP. Para o SRD5A2 a maior diferenga encontra-se acima do primeiro quartil
para o grupo HPB e abaixo da mediana para o CaP. Para os transcritos do gene
PCAS3 as diferengas foram acentuadas, sendo que aproximadamente 75% dos
casos com HPB apresentaram niveis de RNA menores que os pacientes com
CaP.

Figura 1. RT-PCR representativa para a
expressao diferencial relativa dos genes
AR e SRD5A2 em tecidos prostaticos de
pacientes com hiperplasia prostatica
benigna e adenocarcinoma de préstata.
A e C - AR (434 pb) e SRD5A2 (211 pb)
amplicons de cDNA em tecidos
prostaticos com HPB, respectivamente.
B e D — AR e SRD5A2 cDNA amplicons
amplicons de cDNA em tecidos
prostaticos com CaP, respectivamente.
Os transcritos do gene B2M (536 pb)
~ foram usados como controle interno de
reacdo. M - Marcador de peso molecular
' de 100 pb. O tamanho dos produtos
amplificados  foi indicado  entre
parénteses.




20

Figura 2. RT-PCR Multiplex representativa

para a expressdo diferencial relativa dos
genes KLK2, PSMA e PCA3 em tecidos
prostaticos de pacientes com hiperplasia

. . & T ~ = prostatica benigna e adenocarcinoma de
] . P a _. ia =4 ! prostata. A — Reacgdes de PCR realizadas
] s,

separadamente e em combinagbes para
cada gene para teste de competicdo em
amostra de CaP. As reagbes 1, 5,6, 7, 8, 9,
-"z'ﬂ- "':::::::"-. 10 e 11 contém primers para o gene B2M

¥ = - (536 pb); 2, 5, 8, 9 e 11 para o0 KLK2 (378 e
341 pb); 3, 6, 8, 10 e 11 para o PCAS3 (277
pb); 4,7,9,10 e 11 para o PSMA (196 pb). B
e C — Reagbes multiplex para os genes
KLK2, PSMA e PCA3 em tecidos prostaticos
com HPB e CaP, respectivamente. M -

Marcador de peso molecular de 100 pb. O
tamanho dos produtos amplificados foi
indicado entre parénteses. NC- controle
negativo de reagao.

Tabela 4: Médias e medianas para as expressdes relativas dos genes AR,
SRD5A2, KLK2, PSMA e PCA3 em fragmentos de tecidos prostaticos.

RT-PCR semi- CaP HPB
quantitativa Média (SD) Mediana Média (SD) Mediana P
AR 0.47 (0.33) 0.41 0.30 (0.19) 0.28 0.03
SRD5A2 0.75 (0.48) 0.70 1.04 (0.49) 0.99 0.02
KLK2 1.45 (1.08) 1.13 0.74 (0.85) 0.60 0.0008
PSMA 1.09 (0.78) 1.05 0.58 (0.48) 0.58 0.0027
PCA3 0.71 (0.98) 0.54 0.14 (0.23) 0.00 0.0001
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Para verificar associacdes entre as expressdes do gene AR e SRD5A2 e o
estadiamento TNM foi montado um grafico de tendéncia considerando as médias
de HPB e dos estagios pT1, pT2 e pT3. Foi observado um comportamento
bimodal e diferente entre ambos os genes, AR e SRD5A2 de acordo com grupo
HPB e estadiamento TNM (Figura 4). Os grupos de pacientes com HPB, pT2 e
pT3, embora morfologicamente e fisiologicamente diferentes, foram os que
apresentaram menores niveis do AR, e diferentemente, para o gene SRD5A2
niveis maiores de expressao foram apresentados pelos grupos de pacientes com
HPB, pT2 e pT3.

Resultados significativos também foram obtidos para as correlagdes entre
os dados de expressao relativa entre os genes KLK2, PSMA e PCAS. Observou-
se que, no CaP, a expressdo desses genes aumentam concomitantemente,
enquanto na HPB, apenas foram associadas positivamente as expressoes dos
genes PSMA e KLK2 (Figura 5). Nenhuma outra correlagéo significativa foi obtida
para os demais parametros clinicos e laboratoriais analisados nesse estudo.

De acordo com os limites de medianas e quartis que diferenciaram o grupo
de pacientes com CaP daqueles com HPB , foi estabelecido um cut off para cada
gene para calculo do valor de Odds Ratio e do teste diagnostico, sendo de 0.5,
0.8, 1.0, 0.7 e 0.2 para o AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCAS, respectivamente.
Na Tabela 5 foram listados os valores de Odds Ratio (OR) para cada gene
individualmente e em suas combinagdes. Para tentar melhorar os parametros de
testes diagnosticos os dados do PSA sérico (com 94% de sensibilidade e 28% de
especificidade) foram analisados juntamente com os marcadores moleculares,
sendo considerados positivos os valores > 4ng/mL. Os indices Kappa
demonstraram que as melhores concordancias foram dadas pelas anadlises do
gene PCAS individualmente (0.49); quando pelo menos trés dos cinco marcadores
foram positivos (0.47); quando os genes AR e SRD5A2 ou PCAS3, PSMA e KLK2
foram duplo ou triplo positivos comparado aos casos duplo ou triplo negativos
para esses marcadores (0.64 e 0.52, respectivamente); quando pelo menos trés
dos cinco marcadores foram positivos incluindo os dados de PSA sérico > 4ng/mL
(0.59) e; quando o gene PCAS3 foi positivo incluindo os dados de PSA sérico >
4ng/mL (0.63).
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RT-PCR Relativa (I0OD)
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Figura 3. Box Plot das medianas e quartis para os niveis relativos de expressao dos
genes AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCA3 em tecidos prostaticos de pacientes com

hiperplasia benigna (HPB) e cancer de prostata (CaP).

Niveis Relativos de RNAm

1o — AR
] K — SRD5A2
] 4
0.8 m / 0'85
"7
0.6 - 0.8
0.4 / o ~__
| 42 0.4
02 ’;
0
HPB T T2 T3

Grupos de Pacientes

Figura 4. Niveis relativos de
RNAm do gene AR e SRD5A2
de pacientes com hiperplasia
prostatica benigna e cancer de
prostata de acordo com a
classificagao TNM (pT1, pT2 e
pT3). As médias para o grupo
de HPB e para cada estadio
do céncer foram descritas

dentro das caixas.
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Figura 5. Representagao grafica para as correlagbes de Pearson positivas encontradas
para as expressdes dos biomarcadores KLK2, PSMA e PCA3 no céncer de prostata (CaP)
e na hiperplasia prostatica benigna (HPB). A— Correlagao entre a expressao do gene KLK2
e PCA3 no céncer de prostata; nenhuma associagédo foi observada na HPB. B-
Correlagao entre a expressao do gene PCA3 e PSMA no cancer de préstata, nenhuma
associagao foi observada na HPB. C e D- Correlagao entre a expressao do gene KLK2 e
PSMA no cancer de préstata e na hiperplasia prostatica benigna, respectivamente.
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O aumento em cerca de nove vezes de ocorréncia da doenca quando pelo
menos trés dos cinco marcadores foram positivos demonstra que a maior
contribuicdo em termos de aumento no OR foi dada pelo gene PCAS3; o qual
apresentou individualmente a maior chance de ocorréncia da doenca, com uma
probabilidade oito vezes maior para o CaP do que os casos de doencga benigna.
Dentro do subgrupo contendo pelo menos trés marcadores positivos para a
combinagdo PCA3 positiva com outros dois marcadores positivos ou PCA3
negativo com outros trés marcadores positivos, o OR obtido também foi de 9
vezes, revelando uma maior contribuicdo do gene PCAS dentro desse subgrupo.
A analise de pelos menos trés marcadores positivos apresentou um OR
significativamente maior quando o PSA sérico > 4ng/mL foi incluido na analise,
com uma probabilidade aumentada em 40 vezes comparado a 28 vezes para o
grupo PCA3 positivo e PSA sérico positivo.

Outras combinacées como duplo ou triplo positivos para os genes AR e
SRD5A2 ou PCAS, KLK2 e PSMA também forneceram informagdes importantes,
apresentando 0s pacientes uma probabilidade 20 vezes maior para o cancer de
préstata comparado aos casos duplo ou triplo negativos para esses genes, com
uma acuracia de 75 e 80%, respectivamente. Dos parémetros diagndsticos
realizados considerando todos os casos analisados (Tabela 6), o gene PCA3
individualmente foi o que apresentou as melhores sensibilidade e acuracia, sendo
que a inclusdo das medidas de PSA sérico melhorou a sensibilidade (de 76 para
92%), o valor preditivo positivo (de 85 para 94%), o valor preditivo negativo (de 60

para 62%) e a acuracia (de 74 para 78%).
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Tabela 5: Célculo de Odds Ratio para a RT-PCR semi-quantitativa dos genes AR,
SRD5A2, KLK2, PSMA e PCA3 em tecidos prostaticos, individualmente e em

combinagao.

RT-PCR Positiva
Marcadores Pacientes Pacientes Odds Ratio Kappa
Moleculares com Cancer com HPB (IC 95%) P<0.05
No. (%) No. (%)
AR 20/48 (42) 4/25 (16) 3.75 (1.11-12.62) 0.26
P=0.0509
SRD5A2 17/48 (35) 16/25 (64) 3.24 (1.18 —8.87) 0.29
P=0.004
KLK2 29/48 (60) 7/25 (28) 3.92 (1.38 —11.18) 0.32
P=0.02
PSMA 31/48 (65) 8/25 (32) 3.88 (1.39 - 10.83) 0.33
P=0.02
PCA3 35/48 (73) 6/25 (24) 8.53 (2.79 — 26.05) 0.49
P=0.0002
"PCA3 + PSMA + KLK2 + 5/43 (10) 1/25 (4) 2.79 (0.31 — 25.30) 0.06
AR + SRD5A2 P=0.618
> 4 marcadores 20/48 (42) 2/25 (8) 8.21 (1.74 — 38.88) 0.34
P=0.000
> 3 marcadores 31/48 (65) 4/25 (16) 9.57 (2.82 — 32.49) 0.47
P=0.0002
"PCA3 + PSMA + KLK2 21/48 (44) 2/25 (8) 8.94 (1.89 — 42.28) 0.36
P=0.004
2PCA3 + PSMA + KLK2 21/27 (78) 2/14 (14) 21.00 (3.65 — 120.90) 0.64
P=0.0004
"AR + SRD5A2 10/48 (21) 1/25 (4) 6.32 (0.75 — 52.52) 0.17
P=0.118
2AR + SRD5A2 10/17 (59) 1/15 (7) 20.00 (2.11 — 189.18) 0.52
P=0.006
PCAS3 e PSA sérico > 34/48 (71) 2/25 (8) 27.93 (5.79 — 134.98) 0.63
4ng/mL P=0.000
> 3 marcadores e PSA 30/48 (63) 1/24 (4) 40.00 (4.98 — 321.47) 0.59
sérico > 4ng/mL P=10.000

'= versus todos os outros casos, %= versus somente casos negativos para os marcadores.
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Tabela 6: Analise de parémtros diagnosticos dos genes AR, SRD5A2, KLK2,

PSMA e PCA3 em tecidos prostaticos benignos e malignos, individualmente e em

combinagao.
RT-PCR Teste Diagndstico
Semi-quantitativa Sensibilidade Especificidade vPP VPN Acurdcia

AR 42% 84% 83% 43% 56%
SRD5A2 65% 64% 78% 48% 64%
KLK2 60% 72% 81% 49% 64%
PSMA 65% 68% 79% 50% 66%
PCA3 73% 76% 85% 60% 74%
*AR + SRD5A2 59% 93% 91% 67% 75%
*PCA3 + PSMA + KLK2 78% 86% 91% 67% 80%
> 3 marcadores 65% 84% 89% 55% 71%
PCAS3 e PSA sérico > 71% 92% 94% 62% 78%
4ng/mL

> 3 marcadores e PSA 63% 96% 97% 57% 74%

sérico > 4ng/mL

VPP = valor preditivo positivo, VPN = valor preditivo negativo; * = versus somente casos negativos para os marcadores
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Discussao

A RT-PCR é um método rapido e eficiente para estimar os niveis de RNAm
em diferentes amostras [31]. A transcricdo reversa usando 0s primers
hexanucleotideos randémicos, como descrito por Santagati et al. (1997) [31] e
Pernas-Alonso et al. (1999) [32], sdo mais efetivos para a sintese de cDNA, uma
vez que a partir de uma unica RT podem ser analisados diversos transcritos
génicos.

A RT-PCR relativa realizada para a analise de transcritos dos genes AR,
SRD5A2, KLK2, PSMA, PCA3 e B2M mostrou-se bastante eficiente, uma vez que
nenhuma competicdo prejudicial foi observada entre os varios primers utilizados
nas trés reagbes multiplex utilizadas nesse estudo. O uso da B2M como controle
enddgeno para a avaliagdo da expressao dos genes AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e
PCAS3 apresentou diversas vantagens. Primeiro, sua detecgdo apos a RT e PCR
indica o sucesso desses dois passos. Segundo, a quantidade de cDNA
correspondente ao marcador enddégeno € um indicador do grau de degradagéo e
da pureza da amostra. Terceiro, 0 uso do controle interno compensa a
variabilidade entre as técnicas de RT-PCR. Também é importante notar que os
resultados da andlise de Q-PCR (PCR quantitativa) absoluta tem validado os
resultados da analise comparativa, indicando que o nimero de moléculas de um
RNAm esta diretamente associado com os dados relativos. Assim, a analise
comparativa é um procedimento adequado e consistente para investigar os niveis
de expressao e nao é dependente dos niveis absolutos de expressado de um gene
[33].

Pela representacao grafica por Box Plot, também utilizada em outros
trabalhos de expressédo génica [34-36] foram evidenciadas as diferengas entre
grupos HPB e CaP e as variagcbes entre individuos para a expressao dos genes
AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCAS3. As variagdes inter individuais elevam os
valores do desvio padrao cujo efeito foi minimizado pelo agrupamento dos
individuos de acordo com suas semelhancgas de expressao dadas pelos quartis e
medianas. Por ser altamente especifico para o cancer de prostata, o gene PCA3
foi o que melhor diferenciou os grupos de individuos com CaP daqueles com
HPB.
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No presente trabalho, a RT-PCR relativa mostrou diferengas significativas
para os niveis de RNAm do AR e SRD5A2 entre os tecidos tumorais e nao
tumorais. A técnica de RT-PCR multiplex apresentou uma associagado positiva
com o aumento da expressao do AR no cancer de préstata e por outro lado, os
maiores niveis de RNAm da SRD5A2 foram associados com a hiperplasia
prostatica benigna, sugerindo um importante e diferente papel dos horménios
esteroides sobre a tumorigénese.

Diversos mecanismos tém sido propostos para a expressdao aumentada do
gene AR, a qual pode contribuir para o processo horménio independente das
células do cancer de préstata, sendo considerada uma das causas de falhas do
tratamento enddcrino [37]. Linja et al. (2001) [38] sugerem que a amplificagdo do
gene AR, com um conseqlente aumento em sua expressao, facilita o crescimento
tumoral em baixas concentracbes de andrdégeno. Outros trabalhos tém
demonstrado que a transicAo para o estado horménio independente é
acompanhado pelo dramatico aumento no RNAm do AR e em sua proteina, sem
a amplificacdo ou aparecimento de novas mutagdes no gene [15, 39]. Também
tem sido sugerido que a perda de expressdao do AR nado é a razdo para o
crescimento independente do tumor prostatico [40-42]. Estudos de
imunohistoquimica tém demonstrado que as células do cancer de préstata
mantém a proteina AR em tumores dependentes e independentes de andrégenos
[43-46]. O presente trabalho suporta a hipétese de niveis aumentados do RNAm
do AR associada a ocorréncia do cancer de prostata.

Quanto ao gene SRD5A2, pouco se sabe sobre o real papel das mutacdes
e das ac¢des dos medicamentos sobre os niveis da enzima 5o-redutase tipo Il nas
doencas da proéstata [47]. As diferencas observadas nos niveis relativos do gene
SRD5A2 corroboram estudos feitos por outros grupos de pesquisadores. Como
demonstrado por Séderstrom et al. 2001 [48], o presente trabalho também suporta
semelhante valor para os niveis de RNAm especifico para a enzima na préstata e
também demonstra uma consideravel variagdo na expressao do gene SRD5A2
nos tecidos prostaticos entre os pacientes. Séderstrém et al. 2001 [48] e Luo et al.
2003 [7] demonstraram que a expressdo dos RNAm especificos da enzima 5a-
redutase tipo Il em espécimes de cancer foram significativamente menores do que

em tecidos com HPB. Séderstrém et al. 2001 [36] demonstraram que a regulagcao
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da atividade da enzima 5a-redutase tipo Il ocorre em nivel transcricional e que o
nivel de expressdo dessa enzima e dos fatores que a regulam podem ser de
grande interesse para futura explicacdo sobre a etiologia do cancer de prostata.
Em tumores prostaticos metastaticos, Habib e colaboradores (2003) [49] também
observaram expressao do receptor de andrégeno e perda da expressao da 5o-
redutase tipo Il.

A diminui¢do dos niveis transcricionais do SRD5A2 e o aumento do AR no
cancer podem estar implicados numa reducao na transformacao de testosterona
em DHT, e consequentemente a baixa concentracdo da forma hormonalmente
ativa e aumento intracelular da testosterona faz com que, a maquinaria celular
produza maior quantidade da proteina receptora de andrégeno para saturar toda
a DHT disponivel, havendo consequentemente um aumento nos niveis de RNAm
do AR. Ao contrario, conforme a doenca progride a menor complexacao AR-DHT
faz com que os niveis transcricionais do AR retornem aos seus niveis basais.

Nos casos hormoénio-independentes, varios genes estdo associados com
uma retomada no aumento de expressdo. No caso do AR, o sinal intracelular
pode estar associado ao aumento dos niveis de receptor de andrégeno para que
novamente haja saturacdo das poucas moléculas de DHT convertidas a partir das
menores quantidades de testosterona disponiveis. Em relagdo a SRD5A2, é
sabido que os niveis de testosterona reduzem com a idade, assim como 0s
indices de CaP aumentam com a idade. Com essa mudanca, a maquinaria celular
pode estar reconhecendo os niveis reduzidos de testosterona como um sinal para
que, para reducdo de gastos energéticos, os niveis da enzima 5a-redutase
também reduzam. Essa redugéo pode assim estar associada com a ocorréncia do
CaP. Dessa maneira, as diferentes associagoes entre a expressao do receptor de
andrégeno e da 5a-redutase tipo Il, ambos diretamente envolvidos na acao da
testosterona, indica que esses genes sao diferencialmente regulados na prostata,
e consequentemente, altos niveis do AR ou reduzida expressao do gene SRD5A2
em tecidos prostaticos podem indicar a ocorréncia do adenocarcinoma, e seus
niveis de RNAm podem estar associados com a malignidade e o prognéstico
dessa doenca.

Quanto aos transcritos analisados simultaneamente para os genes KLK2,

PSMA e PCA3 num formato de PCR multiplex, seus niveis aumentados também
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haviam sido previamente observados por outros trabalhos [23, 24, 28, 50-57].
Para os transcritos do gene KLK2, Herrala et al. (2001) [50] e Meola et al. (2006)
[51] demonstraram que os tecidos tumorais apresentam niveis maiores de
expressao desse gene quando comparados a tecidos benignos, sugerindo uma
regulacdo génica positiva para o gene KLK2 associada com a ocorréncia do
cancer de préstata, corroborando os dados aqui apresentados. Ainda, a
expressdo desse gene parece aumentar progressivamente seguindo a ordem
hiperplasia benigna, cancer de préstata primario e em metastase nos linfonodos,
e, além disso, a expressao do KLK2 parece ser regulada no epitélio prostatico, no
adenocarcinoma e em metastases dos linfonodos independentemente do PSA
[52]. Apesar de estarem muitos préximos entre si no cromossomo 19q13.3-13.4,
de fazerem parte da familia das calicreinas e serem regulados por andrégenos, 0s
niveis do KLK2 nao séo paralelos aos do PSA, o que sugere que essa regulacao
diferencial possa ser uma promissora e complementar aplicagcdo do KLK2 na
distincao dos pacientes com cancer de prostata.

Para o gene PSMA, tem sido demonstrado que a sua expressao € baixa ou
ausente em tecidos com hiperplasia benigna, enquanto em tecidos normais e
malignos da glandula prostatica, a expressao é alta [23, 24, 53, 54]. Os dados
aqui apresentados também demonstraram associacao positiva entre o cancer de
prostata e maiores niveis de RNAm do gene PSMA e niveis menores na doenca
benigna, mas nenhuma informacdo pode ser adicionada quanto a expressao
desse gene em tecidos normais. Também tem sido reportada uma associacao
positiva entre a expressdo aumentada do RNAm do PSMA e um maior grau de
Gleason [24, 53] o que sugere associacdo da expressdao desse gene com a
transformagédo maligna da prostata. Contudo nenhuma correlagdo com o grau de
Gleason ou TNM foi encontrada no presente trabalho.

Além da localizagdo no epitélio prostatico, andlises de imunohistoquimica
tém revelado niveis detectaveis de PSMA em mucosa duodenal, tubulos renais
proximais, na neovasculatura do cancer de colon, bexiga e rim, mas ndo no
cancer de prostata. Essa distribuicao anatdémica diversa implica em uma maior
significancia funcional dessa proteina em relagdo ao que se achava anteriormente
[55]. Ainda, tem sido reportado que a expressao do gene PSMA aumenta com a

reducdo nos niveis de testosterona, o que é confirmado pelo aumento da
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expressao desse gene em doenca hormonio-refrataria [23, 24]. As analises de
correlacdo demonstraram que os niveis de transcritos do gene PSMA foram
associados positivamente com os niveis relativos dos genes PCA3 e KLK2, mas
ndo com os transcritos do AR e SRD5A2 que sao genes que participam
diretamente da atuacao da testosterona nas células prostaticas.

Para a expressdo do gene PCA3 obtida pela RT-PCR multiplex
convencional, a maior expressdao para os tecidos com cancer de prostata
comparada a tecidos com a HPB demonstra a sua aplicagdo como marcador da
doenca maligna e corrobora Kok et al. (2002) [56]. Ambos, o presente trabalho e
Kok et al. (2002), demostram grandes diferencas de expressdo do PCA3 no tecido
contendo o cancer quando comparado a doencga benigna. O seu potencial como
marcador tumoral prostatico-especifico foi primeiramente descrito por
Bussemarkers et al. (1999) [28], e desde entdo, os trabalhos sobre os niveis
transcricionais do PCAS3 s6 tém validado o seu uso para testes diagnésticos da
doenca maligna [57].

Os controles das expressoes dos genes AR, SRD5A2, KLK2 e PSMA
parecem ser regulados pela testosterona intra-prostatica, contudo os mecanismos
dessa regulacdao ndo estdo completamente compreendidos. Os resultados de
expressao para os genes PSMA, AR, SRD5A2 e KLK2 frente as analises de
imunohistoquimica [46, 49, 52, 54] demonstram que o0s niveis desses genes
permanecem alterados no cancer de préstata quando as proteinas, e ndo os
RNAm, sdo o alvo do estudo. Esses dados sugerem que, provavelmente, apds a
expressdo do RNAm, nao existem mecanismos pds-transcricionais ou pos-
traducionais decisivos na regulacdo dos produtos génicos do KLK2, PSMA, AR e
SRD5A2. Dessa maneira, pode ser sugerido que as diferencas de expressao
encontradas quando se analisa as doengas benignas e malignas sao
provenientes de regulagdo génica diferencial em nivel transcricional, pelo
recrutamento de co-ativadores ou co-repressores dos diferentes genes, os quais
produzem efeitos de regulagédo positiva (KLK2, PSMA, AR) e negativa (SRD5A2)
no cancer de préstata. Contudo, permanece a esclarecer o papel da regulacédo da
expressao do gene PCA3, sendo que os niveis de RNAm sdo maiores no cancer
de préstata, mas nenhuma proteina foi encontrada como sendo codificada por

€Ssse gene.
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A literatura reportada demonstra um aumento de expressao dos genes AR,
KLK2, PCA3 e PSMA e reducéao dos niveis do gene SRD5A2, corroborando com
o presente trabalho, contudo tratam-se de testes individuais em que as andlises
foram realizadas de forma separada para cada um desses genes.

Os dados do presente trabalho demonstraram que os produtos génicos do
AR, SRD5A2, KLK2, PSMA e PCAS, participando da mesma via ou de modelos
independentes de expressdo, tem sua contribuigédo individual na distingdo entre os
grupos de pacientes com CaP daqueles com a HPB, sendo que quando pelo
menos trés dos cinco marcadores sao positivos associados ao PSA sérico, a
chance para o cancer de préstata aumenta em 40 vezes comparado aos casos
benignos.

Ainda, a presenca do marcador tumoral prostata especifico PCAS,
associado ao PSMA e KLK2, num formato Unico de RT-PCR em tecidos
prostéticos, otimizando tempo e custo da reacdo, pode ser uma estratégia
interessante para auxiliar no diagnostico dos pacientes com cancer de préstata,
apresentando os casos triplo-positivos para esses genes uma probabilidade 20
vezes maior para o CaP comparado aos casos triplo-negativos. Por outro lado,
levando em consideracdo os testes diagndsticos, as analises combinadas
demonstraram que a maior contribuicdo foi dada pelo gene PCA3, o qual
avalidado juntamente com as dosagens de PSA sérico apresentaram uma
probabilidade de CaP aumentada em 28 vezes em relagdo aos individuos com a
HPB; bem maior do que aquela apresentada pela anadlise individual do gene
PCA3, com 71% de sensibilidade e 92% de especificidade.

Por fim, esses dados podem sugerir que a analise multipla de marcadores
fornece informacgdes importantes quanto a diferenciacéo dos casos de CaP frente
aos caso de HPB, contudo de todos os marcadores analisados individualmente a
presenca de transcritos do gene PCA3 foi o teste que apresentou melhor
associacdo a doenca maligna demonstrando que sua analise juntamente as
medidas de PSA sérico pode ser uma ferramenta 0til na prética clinica para a

investigacao dos casos de cancer de prostata.
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CAPITULO II:

Analise combinada dos transcritos KLK2, KLK3, PCA3 e PSMA
no sangue periférico de pacientes com cancer de prostata e

sua aplicacao diagnostica

? FORMATO DE SUBMISSAO PARA JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY



40

Abstract

Purpose: Prostate cancer (PCa) is the most commonly diagnosed malignancy in men, and
it consists of multifactorial and multifocal events. Due to the complexity of the disease
process, which includes genome alterations, local invasion, micrometastatic cell
extravasations to circulation, invasion of secondary organ tissues, and resistance to
hormonal blockage, many markers must be used to represent the multiple and variable
events that lead to cancer development. The low specificity of the unique serum marker
for prostate cancer diagnostics, PSA, has leaded us to investigate four potential markers
in the peripheral blood of patients by detecting their mRNA levels and associating them to
clinical parameters. Methods: The expression levels of the KLK2, KLK3, PCA3 and PSMA
transcripts were determined by Nested RT-PCR. Patients with PCa (99) and with benign
prostatic hyperplasia (BPH, 36), and healthy volunteers (104) were investigated. Results:
Significant differences for the RNA relative levels have been found for the KLK2, PCA3
and PSMA transcripts between PCa and BPH patients or healthy volunteers. The KLK2
and PSMA levels also presented a positive association (P<0.05) with extra-prostatic
disease (pT3). The combined positive RT-PCR Nested for the KLK2, PCA3, PSMA genes
with serum PSA higher than 4ng/mL presented a 10-fold higher chance of cancer
occurrence than healthy controls, with sensitivity, specificity and positive predictive value
of 57%, 89% and 93%, respectively. Conclusions: The combined analysis of KLK2, PCA3
and PSMA transcripts may become a useful tool for the discrimination of PCa patients
from those with benign disease or healthy individuals. Additionally, the KLK2 and PSMA
transcripts may also be used as prognostic markers for the presence of extra-capsular
disease and assisting in the prediction of the post-operative outcome.

Key words: RT-PCR, gene expression, prostate cancer, molecular markers, peripheral
blood.
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Resumo

O cancer de prostata (CaP) e o mais comumente diagnosticado na populagdo masculina
e consiste de eventos multifatoriais e multifocais. Devido a complexidade da doenca, a
qual inclui alteracdes genbémicas, invasao local, liberagdo de células micrometastéticas
para a circulacdo, invasao secundaria de tecidos de outros 6rgaos, e resisténcia ao
blogueio hormonal, muitos marcadores podem ser usados para representar os eventos
multiplos e variaveis que levam ao desenvolvimento do cancer. A baixa especificidade do
Unico marcador para diagnostico do cancer de préstata, PSA, tem nos levado a investigar
quatro potenciais marcadores no sangue periférico de pacientes pela deteccao de seus
niveis de RNAmM e associa-los a parametros clinicos. Os niveis de expressado dos
transcritos do KLK2, KLK3, PCA3 e PSMA foram avaliados pela RT-PCR Nested, em
pacientes com CaP (99), com hiperplasia prostatica benigna (HPB, 36) e voluntarios
saudaveis (104). Diferengas significativas foram encontradas para a expressao dos genes
KLK2, PSMA e PCAS3 entre os pacientes com CaP e os pacientes com HPB ou
voluntarios saudaveis. Os niveis do KLK2 e PSMA também apresentaram associacao
positiva (P<0.05) com doenga extra-prostatica (pT3). A RT-PCR Nested positiva
combinada para os genes KLK2, PCA3 e PSMA com PSA sérico maior que 4ng/mL
apresentou uma chance 10 vezes maior de ocorréncia do cancer comparado aos
controles saudaveis, com sensibilidade, especificidade e acuracia de 57%, 89% e 93%,
respectivamente. A analise combinada dos genes KLK2, PCA3 e PSMA pode ser uma
ferramenta Util na distingdo de pacientes com CaP daqueles com doenca benigna ou de
individuos saudaveis. Ainda, a analise dos transcritos KLK2 e PSMA podem ser usados
como marcadores prognosticos para a presenca de doenga extra-capsular e auxiliando
na predicao de recidiva da doenca no pos-operatério.

Palavras-chave: RT-PCR, expressdo génica, cancer de préstata, marcadores

moleculares, sangue periférico.
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Introducéao

O cancer de prostata (CaP) é o mais comumente diagnosticado na
populacdo masculina apos o cancer de pele ndo melanoma e a segunda causa de
morte apds cancer de pulmao.’ A sua incidéncia aumenta com a idade mais do
que qualquer outro tipo de cancer e o numero de casos novos diagnosticados
continua subindo com o aumento da expectativa de vida da populacdo em
geral.>* A cura do cancer de préstata é limitada aqueles pacientes com a doenca
confinada ao 6rgdao e local, o que nao ocorre quando a doenga se torna
disseminada (metastase). Assim, os esforcos para descobrir novos marcadores
diagnésticos para pacientes com essa patologia sdo cada vez maiores.”

Desde a introducdo da avaliagdo do PSA sérico nas populagbes
assintomaticas, a incidéncia do cancer de prostata tem aumentado
dramaticamente, assim como o numero de homens submetidos a prostatectomia
radical e a radioterapia. Contudo, os falso-positivos para o PSA continuam a ser
um problema significativo, resultando em bidpsias desnecessérias, e o valor do
PSA na predi¢ao da cura cirdrgica tem sido colocado em questdo. Outro problema
€ que cerca de 20-30% dos homens com cancer de préstata apresentam PSA
sérico dentro dos niveis normais, resultando em doenca nao diagnosticada.®

Mais de 90% dos pacientes diagnosticados com cancer de préstata
apresentam doenca clinicamente localizada, e muitos desses sdao submetidos a
prostatectomia radical com intuito curativo.”® Em proporgéo, cerca de 25% a 50%
desses pacientes com doencga localizada apresentam recorréncia na primeira
década apés a cirurgia radical.”""

Essas recorréncias podem ser atribuidas a falhas no tratamento ou
presenca de células do cancer de préstata localmente invasivas com capacidade
de micrometastase a disténcia ou células residuais cancerigenas, as quais nao
foram detectadas pelas modalidades convencionais de estadiamento (toque retal,
niveis de PSA sérico, bidpsias guiadas por ultrassonografia transretal — USTR,
cintilografia 6ssea, tomografia computadorizada ou imagem de ressonancia
magnética).”®'"'? Além disso, o nimero de células micrometastéaticas circulantes
pode ser muito pequeno e de dificil deteccao pelos exames de rotina e a presenca

dessas células circulantes ndo causa necessariamente o desenvolvimento de
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doenca metastatica clinicamente significativa.'> Contudo, a ineficiéncia
metastatica ndo é total e as metastases estdo entre as maiores causas de morte
em pacientes com cancer.” O cancer de préstata seguido de recorréncia esta
frequentemente associado com metastases 6sseas a distancia, comprometendo a
qualidade de vida e de sobrevivéncia dos pacientes.®'?

A tecnologia molecular tém fornecido meios para identificar os rearranjos
cromossémicos presentes em células hematopoiéticas malignas os quais podem
ser usados para evidenciar a presenca de doenca residual minima.'* Nos Gltimos
anos, a técnica de PCR tem facilitado significativamente a deteccdo de doenca
residual minima em diversos tipos de cancer, mostrando-se superior as técnicas
convencionais e permitindo a detecgdo de células tumorais circulantes tanto em
neoplasias hematopoiéticas quanto em tumores s6lidos." No cancer de prostata, varios
estudos tém utilizado a andlise da expressdo de genes como o KLK3, PSMA e
KLK2, por RT-PCR qualitativa ou quantitativa, com intuito de tentar estabelecer
associacoes entre a presenca de seus RNAm com a ocorréncia do cancer de
préstata, recidiva da doenca e/ou seu potencial metastatico.”%1213.1>.1

Uma extensa variedade de pesquisas tem demonstrado que permanece
dificil discriminar entre pacientes com doencas confinadas ao érgao daqueles com
doenca extra-prostatica no pré-operatério. Assim, numerosos esforcos tém sido
feitos para o desenvolvimento de métodos moleculares capazes de detectar
células tumorais que se disseminam no sangue periférico e para a medula éssea
a partir de tumores sélidos, tentando correlacionar a detecgdo ao diagndstico,
valor prognéstico e monitoramento clinico.®'"2

O objetivo desse trabalho foi realizar a analise combinada para os RNAm
dos genes KLK2, PCA3, PSMA e KLK3 no sangue periférico de pacientes com
cancer de préstata, submetidos a prostatectomia radical, em pacientes com
hiperplasia benigna e em voluntarios saudaveis afim de verificar a associagcéo de
detecgdo destes marcadores com a ocorréncia e a progressao da doencga

maligna.
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Materiais e Métodos

Casuistica e obtencao da amostras

a) Triagem dos pacientes

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e pela equipe de urologia do Hospital
de Clinicas da referida instituicdo, mediante aprovacdo do comité de ética em
Pesquisa sob o numero de parecer 005/2001. Para a realizagdo da analise
molecular associada aos dados clinicos e patolégicos, foram coletadas amostras
de sangue periférico mediante assinatura de um termo de consentimento. A coleta
das amostras foi realizada de janeiro/2001 a julho/2006, pelos médicos e
residentes da disciplina de Urologia da Faculdade de Medicina (FAMED) da UFU.

A triagem para obtengédo dos grupos de estudo, estabelecida pela equipe
urolégica, foi iniciada para os pacientes com mais de 50 anos, sem historia
familiar do cancer de proéstata, e a partir dos 40 anos, nos casos de historia
familiar ou em pacientes de raga negra, incluindo a avaliagado de sintomas do trato
urinario inferior, que freqiientemente estao relacionados a presenga da HPB, do
exame digital e das dosagens bioquimicas do PSA no sangue periférico.

b) Dosagem do PSA

As amostras de sangue foram coletadas em quatro tubos tipo vacutainer™
contendo KoEDTA 7,2 mg. Apds a coleta, dois tubos de sangue periférico foram
enviados ao Laboratério de Genética Molecular, INGEB/UFU, para a extracao
imediata do RNA total. Os outros dois tubos de sangue de cada paciente foram
encaminhados para o laboratério de analises clinicas do HC da UFU onde se
utilizou o kit de dosagem quantitativo do PSA IMMULITE, de acordo com as
instrugdes do fabricante, com valor normal entre 0 e 4,0 ng/mL.

c) Pacientes analisados e coleta das amostras

As amostras de sangue periférico foram obtidas de 239 individuos. Trinta e
seis apresentavam hiperplasia prostatica benigna, 99 adenocarcinoma prostatico
e 104 foram voluntarios saudaveis. Para os pacientes com cancer de préstata
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(idade média de 67 £ 8, variacao de 40 a 87 anos) e hiperplasia benigna (idade
média de 69 + 10, variagao de 47 a 87 anos), os dados medios para os niveis do
PSA sérico foram de 14.2 (£15.7, variando de 2 2 92.9) e 10.2 (£12.5, variando de
1.1 a 66.0), respectivamente. A média de idade para os voluntarios saudaveis foi

de 23 (* 4) anos, variando de 13 a 30 anos.

Extracdo do RNA total

O RNA total foi extraido em duplicata das amostras de sangue periférico de
pacientes com HPB, CaP e controle saudavel, usando os procedimentos descritos
por Chomczynski e Sacchi (1987)" com modificaces.

A qualidade do RNA total foi analisada por eletroforese em gel de agarose
e por leituras espectro fotométricas a 260 e 280 nm. A eletroforese foi feita em gel
de agarose 1,5 %, por 1 hora a 100 volts, utilizando-se como tampao de corrida
TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,3 e 1 mM EDTA) 0,5 X, corado com 0,5 ug/ml de
brometo de etidio e visualizado por luz ultravioleta (sistema de video

documentacao ImageSystem — VDS, Pharmacia Biosciences).

Transcricao Reversa, sintese de cDNA e qualificacao da reacao

Dois microgramas de RNA total do sangue periférico foram transcritos
reversamente a 37°C por 1 hora em 20 ul de solugéo contendo 10 U de inibidor de
RNase (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham Biosciences), 1X de Tampéao
da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 uM de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e
dCTP) e 126 pmoles de oligonucleotideos hexameros como primers randémicos.
Reacgbes controle foram realizadas para a verificagdo de possiveis contaminantes
exogenos. Os produtos de transcricdo do gene constitutivo B2M (beta 2-
microglobulina) foram usados como controles da transcricdo reversa e da
integridade do RNA.

Para amplificacao dos transcritos do gene B2M, dois microlitros de cDNA
foram misturados aos reagentes da PCR contendo: 1.0 U de Taqg Platinum DNA
Polimerase (Invitrogen), 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM MgCl,, 200
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uM dNTPs, 5.0 pmoles de cada primers B2M, completado para um volume final
de 20 ul. Os primers utilizados foram os descritos por Bussemakers et al. 1999.'®

As condic¢des de reagao foram: 95°C por 5 min, 35 ciclos a 94°C por 40 s,
59°C por 40 s, 72°C por 50 s, seguido de uma extensao final a 72°C por 10 min.

A seguir estdo descritas separadamente as condigdes de reacdo e de
amplificagdo para os genes PCA3, KLK2, KLK3 e PSMA. As seqiéncias dos
oligonucleotideos de cada gene usadas nas reagdes estao descritas na Tabela 1.
Os primers utilizados para a amplificacdo dos genes KLK2, KLK3, PCA3 e PSMA

foram desenhados pelo programa Primer versao 2.0.
PCR Nested para analise dos transcritos do gene PCA3

A primeira reacéo (PCR externa) foi realizada com 3 pl de cDNA em 20 pl
de uma mistura de reagdo contendo: 1.0 U de Taq Platinum DNA Polimerase
(Invitrogen), 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs,
10.0 pmoles de cada primer especifico para o PCAS3. As condi¢cdes de reacao
foram: 95°C por 3 min, 30 ciclos a 94°C por 30 s, 59°C por 30 s, 72°C por 40 s,
seguido de uma extensao final a 72°C por 10 min. A segunda reacado (PCR
Nested) foi feita contendo os mesmos reagentes, nas mesmas concentracoes.
Contudo, foram utilizados 5ul do produto da PCR externa, e adicionado 1.5 X
PCR Enhancer System (Invitrogen). O programa para a amplificacao foi: 95°C por
3 min, 35 ciclos a 94°C por 30 s, 62°C por 30 s, 72°C por 40 s, seguido de uma

extenséao final a 72°C por 5 min.
PCR Nested para analise dos transcritos do gene KLK2

A PCR externa para o gene KLK2 foi feita nas seguintes condi¢ées: 2 ul de
cDNA, 1.0 U de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen), 50 mM KCI; 10 mM
Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs e 3.0 pmoles de cada primer para
o gene KLK2. A reacgao foi completada para um volume final de 25 ul. O programa
de PCR consistiu de: 95°C por 3 min, 24 ciclos a 95°C por 30 s, 62°C por 40 s,
72°C por 40 s, e uma extensao final a 72°C por 5 min. Para a segunda reacgéo,



47

foram utilizados os mesmos reagentes nas mesmas concentracées, com excecao
dos primers. Foram utilizados 3 pmoles para o primer reverso e 8 pmoles para o
primer direto. As condicdes do programa de PCR também foram as mesmas,

havendo, contudo uma reducéao para 20 ciclos.

PCR Nested para analise dos transcritos dos genes KLK3 e PSMA

Na primeira reagcdo, 3 ul de cDNA foram adicionados a uma mistura
contendo: 1.0 U de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen), 50 mM KCI; 10
mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs e 7.0 pmoles de cada primer
direto e reverso especifico para cada gene. A reacao Nested foi feita contendo os
mesmos reagentes, nas mesmas concentragées da primeira reagdo, contudo
foram adicionados 3 e 5 ul do produto da primeira reagao, para o gene PSMA e
KLKS, respectivamente. O volume final das reacbes foi de 20 ul. As primeiras
reacoes e Nested foram amplificadas nas seguintes condi¢des: 95°C por 4 min,
28 ciclos a 94°C por 30 s, 59°C por 30 s, 72°C por 40 s, seguido de uma extensao
final a 72°C por 2 min.

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados nas reacdes de PCR internas e
externas (Nested) para amplificar os RNAmM dos genes PCA3, KLK2, KLK3 e
PSMA.

Gene Primer Outer 5°-3° Primer Nested 5°-3’
(direto e reverso) (direto e reverso)

PCA3 AGATTTGTGTGGCTGCAGC CCGAGGGAGACCAGGAAGAT
TCCTGCCCATCCTTTAAGG ATCGATGACCCAAGATGGCG
KLK2 CAGCATCGAACCAGAGGAGT AGTTCTTGCGCCCCAGGAGT
ACTAGAGGTAGGGGTGGGAC ACTAGAGGTAGGGGTGGGAC
PSA AACCAGAGGAGTTCTTGACC GTGTGTGGACCTCCATGTTA
AATAGGGGGTTGATAGGGGTGCT GTGATACCTTGAAGCACACC
PSMA GAATGCCAGAGGGCGATCTA AGGGGCCAAAGGAGTCATTC

GCCACCCATTTTTTCTAGGA CTCTGCAATTCCACGCCTAT
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Analise das reacées RT-PCR

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
2.0%, corados com 0.5 ug/ml de brometo de etideo e visualizados sob luz
ultravioleta. As imagens do gel foram capturadas pelo aparelho Image Master™
VDS Software, version 2.0 (Amersham Biosciences).

Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa BioEstat, versao
3.0. O teste nao-paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para as comparacées
da expressao qualitativa dos genes KLK2, KLK3, PSMA e PCAS entre os grupos
de pacientes com CaP, HPB e voluntarios saudaveis. As analises de correlagao
de Pearson foram realizadas entre todos os parametros clinicos e laboratoriais:
dados qualitativos para a expressao dos genes KLK2, KLK3, PSMA e PCAS3,
idade do pacientes no diagnostico, niveis do PSA sérico, sistema de estadiamento
TNM e grau de Gleason. Os resultados positivos e negativos combinados para os
genes KLK2, PSA, PSMA e PCAS3 foram estratificados entre os graus de Gleason
< ou 2 7.0 e para os niveis de PSA sérico < ou =2 10 ng/mL, de acordo com
Mitsiades et al. (2004).2 O teste Qui-quadrado foi utilizado para verificar a
significancia entre a associagéo do estadiamento molecular e as variaveis clinicas
e patolégicas (PSA sérico, grau de Gleason e sistema TNM), de acordo com
Kurek et al. (2004)."" Foram calculados os parametros de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, acuracia e a
chance de ocorréncia da doenca (Odds Ratio). Foram considerados significativos

os resultados com valores de P< 0.05.
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Resultados

A Figura 1 representa os resultados qualitativos para a reacdo de RT-PCR
Nested obtida para os genes B2M (constitutivo), PCA3, PSMA, KLK3 e KLK2. As
analises de expressdo feitas pela RT-PCR Nested qualitativa para os genes
PCA3, KLK2 e PSMA foram significativamente diferentes entre os grupos CaP
versus HPB (P< 0.05) e CaP versus voluntarios saudaveis (P< 0.05) (Figura 2).
Nenhuma diferenca foi encontrada para a freqtiéncia dos genes PCA3, KLK2 e
PSMA entre os grupos HPB versus voluntarios saudaveis. Similarmente, nao
foram encontrados resultados significativos para a freqiéncia do gene KLKS entre
os grupos CaP, HPB e voluntarios saudaveis analisados (P> 0.05). Para os
grupos de pacientes com cancer de prostata, hiperplasia benigna e voluntarios
saudaveis, as analises de RT-PCR Nested forneceram respectivamente as
seguintes porcentagens de positividade: 29%, 3% e 6% para o gene PCA3, 58%,
26% e 36% para o gene KLK2, 38%, 21% e 36% para o gene KLKS3 e, para o
gene PSMA 58%, 38% e 20%, respectivamente. Na Figura 2 estdo representadas
as frequéncias das reagdes positivas na RT-PCR para os genes KLK2, PCAS,
KLK3 e PSMA dentro dos grupos analisados, mostrando que os genes KLK2,
PCA3 e PSMA apresentam maior positividade no cancer comparado aos
voluntarios saudaveis ou a HPB.

As caracteristicas clinicas e patologicas dos pacientes com CaP
submetidos a prostatectomia radical apresentaram algumas associa¢gdes com a
RT-PCR positiva para o KLK2, PCA3 e PSMA nas amostras coletadas do sangue
periférico (Tabela 2). A RT-PCR positiva para o KLK2, KLK3 e PSMA foi
associada com os estadios avancados do cancer de préstata (pT3-pT4, P= 0.005,
P=0.017 e P= 0.048, respectivamente), sendo que os transcritos dos genes KLK2
e PSMA também foram associados com estadio T2c comparado aos T1-T2b (P=
0.000 e P= 0.002, respectivamente). Ao contrario, a RT-PCR para o gene PCA3
ndao mostrou diferencas entre os estadios (P > 0.05). Ambos, PCA3 e PSMA
foram inversamente correlacionados com os graus de Gleason 5-6 (P= 0.004, P=
0.005, respectivamente). O grau de Gleason e o TNM apresentaram associacao
positiva (R = 0.47, P = 0.000, Pearson).
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Figura 1. Representacdo da RT-PCR Nested qualitativa dos
genes PCA3, PSMA, KLK3 e KLK2 realizado no sangue
periférico de voluntarios saudaveis, pacientes com
hiperplasia benigna e com cancer de préstata. Nas figuras A,
B, C, D e E foram marcados como positivos 0s pacientes que
apresentaram os transcritos dos genes B2M, PCA3, PSMA,
KLK3 e KLK2, respectivamente e como negativos aqueles
em que os transcritos desses genes ndo foram encontrados.
M — marcador de peso molecular de 100 pb. CN — controle

negativo de reagao de PCR.
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Figura 2. Freqiéncia dos marcadores KLK2, PCA3, KLK3 e PSMA no
sangue periférico de voluntarios saudaveis, pacientes com hiperplasia

benigna (HPB) e cancer de prostata (CaP), realizada pela RT-PCR
Nested.

Na Tabela 3 foram descritas as freqliéncias de casos positivos para cada
gene, individualmente e em combinagao, para os grupos de pacientes com CaP e
controles saudaveis, dado pela RT-PCR Nested. Para o calculo das freqiiéncias,
os voluntarios saudaveis e pacientes com HPB foram considerados controles
negativos da doenca, por nado apresentarem diferencas significativas na
freqiéncia dos transcritos do KLK2, PCA3, PSMA e KLK3. Os marcadores que
apresentaram maior frequéncia de positividade combinada foram KLK2 e PSMA
nos casos de CaP (39%) e KLK3 e PSMA nos casos negativos da doenca (19%)
e de negatividade combinada foram PCA3 e KLK3 nos casos de CaP (42%) e
PCA3 e PSMA nos controles negativos (71%).

Na Tabela 4 foram descritos os resultados estratificados pelo estadiamento
molecular dos genes PCA3, KLK2, KLK3 e PSMA combinados e distribuidos entre
os estadiamento patoldgicos dado pelos graus de Gleason < ou = 7.0. Uma unica
associacao foi encontrada para o subgrupo duplo-positivo para o PCA3 e PSMA e
triplo-positivos contendo os mesmos genes e incluindo o KLK2 versus Gleason <
7 (P =0.001 e 0.028, respectivamente). Nenhuma associagao foi encontrada para
os dados da frequiéncia combinada dos marcadores estratificados pelo PSA sérico
< ou = 10ng/mL.
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Tabela 2: Associacgao entre os resultados da RT-PCR, em sangue periférico, para
os genes KLK2, PCA3, KLK3 e PSMA e os diferentes estadios e graus de

desenvolvimento do cancer de prostata.

RT-PCR Positiva
Dado Anatomo Casos de CaP KLK2 PCA3 KLK3 PSMA
Patoldgico No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)

Doencga Confinada 66/99 (67)

ao orgao

T1 6/66 (9) 4/6 (67) 4/6 (67) 2/6 (33) 5/6 (83)

T2a-T2b 38/66 (58) 11/38 (29) 7/38 (18) 9/38 (26)  13/38 (34)

T2c 22/66 (33) 20/22 (91) 8/22 (36)  10/22 (45)  18/22 (82)
'P=0.000 'P=0.337 'P=0.092 'P=0.002

Doenca Extra 33/99 (33)

Prostatica

T3 31/33 (94) 20/31 (64) 8/31 (26) 17/31 (52) 21/31 (68)

T4 2/33 (6) 2/2 (100) 2/2 (100) 0/2 (0) 0/2 (0)
P =0.005 "P=0.601 "P=0.017 'P=0.048
2p=0.038 2p=0.639 2P =0.659 2p=0.146

Gleason

5-6 59/99 (60) 39/59 (66)  23/59 (39)  23/59 (39)  40/59 (68)

7 30/99 (30) 14/30 (47) 3/30 (10) 9/30 (30)  11/30 (37)
*p=0.077 *P=0.004 *P=0.404 ’P=0.005

8-9 10/99 (10) 4/10 (40) 3/10 (30) 6/10 (60) 6/10 (60)
*p=0.220 °P=0845 °P=0.369 °p=0.904
‘P=0714 ‘P=0.307 ‘P=0.187 ‘P=0.356

PSA sérico

< 10ng/mL 54/99 (55) 28/54 (52) 13/54 (24) 20/54 (37) 31/54 (57)

> 10ng/mL 45/99 (45) 20/45 (64)  16/45(36)  18/45(40)  26/45 (58)
P =0.207 P=0211 P=0.763 P=0.970

Nota: os valores de P foram calculados pelo teste x°. Os estadios T1 e T2a-T2b e, T3 e T4 foram somados para andlise de

doenca localizada e doenga extra-prostatica, respectivamente. ' Andlise feita com T1 e T2a-T2b, ? Andlise feita com T2c, °

Andlise com Gleason 5-6, * Analise com Gleason 7.
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Tabela 3: FreqUéncia dos transcritos génicos do KLK2, PCA3, KLK3 e PSMA no

sangue periférico de 99 casos de cancer de préstata (CaP) e 140 controles

negativos.
RT-PCR Positiva RT-PCR Negativa
Marcadores No. (%) No. (%)
Moleculares CaP Controles CaP Controles
Negativos Negativos
PCA3 29 (29.3) 7 (5.0) 70 (70.7) 133 (95.0)
PSMA 57 (57.6) 35 (25.0) 42 (42.4) 105 (75.0)
KLK3 38 (38.4) 45 (32.0) 61 (61.6) 95 (67.9)
KLK2 57 (57.6) 48 (34.0) 42 (42.4) 92 (65.7)
PCA3 + PSMA 14 (14.1) 1(0.7) 27 (27.3) 99 (70.7)
PCA3 + KLK2 21 (21.2) 3(2.1) 34 (34.3) 88 (62.9)
PCA3 + KLK3 10 (10.1) 2(1.4) 42 (42.4) 90 (64.3)
KLK2 + KLK3 18 (18.2) 22 (15.7) 22 (22.2) 69 (49.3)
KLK2 + PSMA 39 (39.4) 14 (10.0) 24 (24.2) 71 (50.7)
KLK3 + PSMA 23 (23.2) 26 (18.6) 27 (27.3) 86 (61.4)
KLK2 + PCA3 + KLK3 7 (7.1) 1(0.7) 20 (20.2) 65 (46.4)
KLK2 + PCA3 + PSMA 12 (12.1) 1(0.7) 18 (18.2) 67 (47.9)
KLK3 + PCA3 + PSMA 7(7.1) 1(0.7) 20 (20.2) 71 (50.7)
KLK2 + KLK3 + PSMA 14 (14.1) 11(7.9) 15 (15.1) 57 (40.7)

KLK2 + PCA3 + KLK3 + PSMA 5(5.1) 1(0.7) 13 (13.1) 54 (38.6)
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Tabela 4: Associacao entre os resultados da RT-PCR, em sangue periférico, para
os genes KLK2, PCA3, KLK3 e PSMA combinados e os graus de Gleason.

Marcadores Resultado Escore de Escore de
da RT-PCR Gleason <7 Gleason >7 P
No. (%) No. (%)

KLK2 + PCA3 + KLK3 + PSMA Positivo 2/59 (3) 3/40 (8) 0.845
KLK2 + PCA3 + KLK3 + PSMA Negativo 6/59 (10) 7/40 (18)
KLK2 + PCA3 + KLK3 Positivo 4/59 (7) 3/40 (8) 0.764
KLK2 + PCA3 + KLK3 Negativo 10/59 (17) 10/40 (25)
KLK2 + PCA3 + PSMA Positivo 10/59 (17) 2/40 (5) 0.028
KLK2 + PCA3 + PSMA Negativo 7/59 (12) 11/40 (28)
KLK3 + PCA3 + PSMA Positivo 4/59 (7) 3/40 (8) 0.448
KLK3 + PCA3 + PSMA Negativo 8/59 (14) 12/40 (30)
KLK2 + KLK3 + PSMA Positivo 8/59 (14) 6/40 (15) 0.843
KLK2 + KLK3 + PSMA Negativo 8/59 (14) 7/40 (18)
PCA3 + PSMA Positivo 11/59 (19) 3/40 (8) 0.001
PCA3 + PSMA Negativo 7/59 (12) 20/40 (50)
PCA3 + KLK2 Positivo 14/59 (24) 7/40 (18) 0.070
PCA3 + KLK2 Negativo 14/59 (24) 20/40 (50)
PCAS3 + KLK3 Positivo 6/59 (10) 4/40 (10) 0.482
PCA3 + KLK3 Negativo 20/59 (34) 22/40 (55)
KLK2 + KLK3 Positivo 11/59 (19) 7/40 (18) 0.482
KLK2 + KLK3 Negativo 11/59 (19) 11/40 (28)
KLK2 + PSMA Positivo 27/59 (46) 12/40 (30) 0.065
KLK2 + PSMA Negativo 11/59 (19) 13/40 (32)
KLK3 + PSMA Positivo 14/59 (24) 9/40 (22) 0.522
KLK3 + PSMA Negativo 14/59 (24) 13/40 (32)

Nota: os valores de P foram calculados pelo teste x°.
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O Odds Ratio (OR) e os parametros diagnosticos foram descritos nas
tabelas 5 e 6, respectivamente, de acordo com a positividade de expressao dos
subgrupos estratificados pelo estadiamento molecular. Na Tabela 5 foram listados
os dados de OR para cada gene individualmente e em combinagdes. Para tentar
melhorar os parametros diagnésticos, os dados do PSA sérico (com 95% de
sensibilidade e 22% de especificidade) foram analisados juntamente com os
marcadores moleculares, sendo considerados positivos os valores > 4ng/mL.

Os dados mostraram que individualmente o maior OR foi dado pelo PCAS,
aumentando seu valor ap6s associagao com o PSMA, de 8 para 23 vezes entre
0s casos duplo-positivos versus todos os outros casos (PCA-PSMA-;
PCA3+PSMA- e PCA3-PSMA+), e para 51 vezes entre os casos duplo-positivos
versus 0s casos duplo-negativos. A inclusdo do marcador KLK2 para uma analise
tripla-positiva embora tenha apresentado o segundo maior OR (probabilidade de
CaP 44.67 e 19.17 maior versus casos triplo-negativos e todos os outros casos,
respectivamente), ndao melhorou significativamente os parametros diagndsticos
comparado a combinagdo PCA3 e PSMA, com valor preditivo positivo de 92%
versus 93% (PCA3 e PSMA duplo-positivos). Embora a combinagdo PCA3 e
PSMA tenha aumentado o OR comparado a andlise individual, a combinacao
entre esses dois genes em que o teste diagnédstico melhorou comparado ao PCA3
individualmente foi aquela considerando os casos duplo-positivos versus casos
duplo-negativos, porém nao aborda todos os casos analisados.

Para uma analise mais elaborada a qual inclui toda a amostragem, foram
considerados os casos positivos para o PCA3 ou PSMA versus os casos duplo-
negativos. De acordo com os resultados, apesar de reducdo em alguns
parametros, como de 99% versus 71% para a especificidade; de 93% versus 64%
para o valor preditivo positivo e, de 51 ou 23 vezes (PCA3 e PSMA duplo-
positivos) para seis vezes no OR, houve um aumento consideravel na
sensibilidade, que variou de 13% a 58% (nos testes individuais e em combinacao
duplo-positiva) aumentando para 73%; no valor preditivo negativo (com variacao
de 62% a 71%) aumentando para 79% e, na acuracia, que variou de 64 a 68%
aumentando para 72%. A inclusdo do PSA sérico nesse subgrupo manteve o OR
em 6 vezes e 0 Kappa em 0.44, e ndo melhorou os parametros diagnésticos

(Tabela 6). Ainda, quando o PCAS3 foi considerado juntamente com o PSA sérico
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> 4ng/mL, o OR aumentou de 7.87 para 13.13, contudo, a acuracia do teste
reduziu de 68 para 46%.

Para avaliar qual das combinag¢des foi a melhor para testes diagnésticos,
foram levados em consideracdo todos os dados obtidos (indice Kappa,
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo, acuracia e
OR). Os testes que incluem a positividade do PCA3 ou PSMA, ou quando o PCA3
€ negativo, mas KLK2 e PSMA séo positivos, associado ou ndo ao PSA sérico,
foram os mais significantes em relacdo ao demais testes. Comparando-se essas
combinagdes, o PCA3 individualmente apresentou um OR de aproximadamente 8
vezes e Kappa de 0.24; sendo que quando o PCA3 ou PSMA foram positivos, o
OR reduziu para 6 vezes, mas o0 Kappa aumentou para 0.44 assim como a
sensibilidade (de 29 para 73%), o valor preditivo negativo (de 66 para 79%) e a
acuracia (de 68 para 72%). Em relacdo ao teste PCA3 ou PSMA positivo
comparado PCAS3 positivo ou PCA3 negativo, mas PSMA e KLK2 positivos, houve
um aumento no OR de 6 para 8 vezes, na especificidade (de 71 para 86%), no
valor preditivo positivo (de 64 para 74%) e na acuracia (de 72 para 74%). Quando
o PSA sérico foi incluido, houve um aumento no OR (de 8 para 10 vezes), no
Kappa (de 0.43 para 0.46), na especificidade (de 86 para 89%) e no valor
preditivo positivo (de 74 para 93%). Foi observado também que a associacao do
PSA sérico aos testes moleculares aumenta o valor preditivo positivo, mas reduz
na maioria dos casos a acuracia e o valor preditivo negativo para dados abaixo de
50%, enquanto nos melhores testes moleculares ambos os valores preditivos e a
acuracia se encontram acima de 50%. Ainda, foi possivel observar que houve
uma reducao no valor de Odds Ratio nas analises duplo-positivas, quando os
transcritos do gene PCA3 nao foram incluidos. Isoladamente, o menor indice
Kappa e OR foram dados pela freqiéncia dos transcritos do gene KLK3 entre os

grupos de casos analisados.
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Tabela 5: Célculo de Odds Ratio para verificagdo das chances de ocorréncia do

cancer de prostata pela expressdo génica combinada para o KLK2, PCA3 e

PSMA no sangue periférico.

Marcadores Pacientes com Controles Odds Ratio Kappa
Moleculares Cancer Saudaveis (IC 95%)
No. (%) No. (%) P
KLK2 (+) 57/99 (58) 48/140 (34) 2.97 (1.73-5.10) 0.24
KLK2 (-) 42/99 (42) 92/140 (66) 0.000
PCAS3 (+) 29/99 (29) 7/140 (5) 7.87 (3.28-18.88) 0.24
PCAS3 (-) 70/99 (71) 133/140 (95) 0.000
PSMA (+) 57/99 (58) 35/140 (25) 4.07 (2.34-7.07) 0.33
PSMA (-) 42/99 (42) 105/140 (75) 0.000
KLK3 (+) 38/99 (38) 45/140 (32) 1.32 (0.77-2.25) 0.06
KLK3 (-) 61/99 (62) 95/140 (68) 0.389
PCA3/PSMA (+) 14/99 (14) 1/140 (1) 51.33 (6.46-408.01) 0.33
PCA3/PSMA (-) 27/99 (27) 99/140 (71) 0.000
PCA3(+)/PSMA(-) e 85/99 (86) 139/140 (99) 22.89 (2.95-177.25) 0.13
PCA3(-)/PSMA(+) 0.000
PCAS3/KLK2 (+) 21/99 (21) 3/140 (2) 18.12 (5.07-64.70) 0.35
PCAB/KLK2 (-) 34/99 (34) 88/140 (63) 0.000
PCA3(+)/KLK2(-) e 78/99 (79) 137/140 (98) 12.29 (3.55-42.54) 0.19
PCA3(-)/KLK2(+) 0.000
KLK2/PSMA (+) 39/99 (39) 14/140 (10) 8.24 (3.83-17.73) 0.46
KLK2/PSMA (-) 24/99 (24) 71/140 (51) 0.000
KLK2(+)/PSMA(-) e 60/99 (61) 126/140 (90) 5.85 (2.95-11.59) 0.29
KLK2(-)/PSMA(+) 0.000
PCA3 ou PSMA (+) 72/99 (73) 41/140 (29) 6.44 (3.63-11.42) 0.44
Duplo-negativos 27/99 (27) 99/140 (71) 0.000
PCAS3 (+)/ PSA sérico (+) 27/99 (27) 1/36 (3) 13.13 (1.71-100.58) 0.24
PCA3(+)/PSA sérico(-) e 72/99 (73) 35/36 (97) 0.004

PCA3(-)/PSA sérico (+)



PCA3 ou PSMA (+)/PSA sérico (+)
Duplo-negativos

KLK2/PCA3/PSMA (+)
KLK2/PCA3/PSMA (-)
Todos os outros casos

>3 (+)

<3(+)

PCAS3 (+) ou PCA3 (-) e
KLK2/PSMA (+)
Todos os outros casos

> 3 (+)/PSA sérico (+)
Todos os outros casos

PCAS3 (+) ou PCA3 (-) e
KLK2/PSMA (+) com PSA sérico
(+)

Todos os outros casos

KLK2/PCA3/PSMA (+) e PSA
Sérico (+)

Todos os outros casos

71/99 (72)
28/99 (28)

12/99 (
18/99 (18)
86/99 (87)

—_ .
© N

27/99 (27)
72/99 (73)

56/99 (57)

43/99 (43)

26/99 (26)
73/99 (74)

56/99 (57)

43/99 (43)

11/99 (11)

88/99 (89)

10/36 (28)
26/36 (72)

1/140 (1)

67/140 (48)
139/140 (99)

12/140 (9)

128/140 (91)

20/140 (14)

120/140 (86)

1/36 (3)
35/36 (97)

4/36 (11)

32/36 (89)

1/140 (1)

35/36 (99)

6.59 (2.82-15.43)
0.000

44.67 (5.44-366.71)

0.000

19.17 (2.45-150.06)

0.000

4.00 (1.91-8.37)
0.0002

7.81 (4.21-14.50)

0.000

12.47 (1.62-95.64)

0.009

10.42 (3.42-31.70)
0.000

4.37 (0.54-35.17)
0.245

0.44

0.39

0.12

0.18

0.43

0.23

0.46

0.12




59

Tabela 6: Avaliacao dos parametros diagnésticos para o cancer de préstata dado
pela analise da expressao dos genes KLK2, PCAS3, KLK3 e PSMA.

Marcadores Sensibilidade Especificidade VPP VPN  Acurdcia

Moleculares
KLK2 58% 66% 54% 69% 62%
PSMA 58% 75% 62% 71% 68%
KLK3 38% 68% 46% 61% 56%
PCA3 29% 95% 81% 66% 68%
PCA3 positivo + PSA sérico > 27% 97% 96% 33% 46%
4ng/mL
"PCA3 + PSMA 34% 99% 93% 79% 80%
2PCA3 + PSMA 13% 99% 93% 62% 64%
"KLK2 + PCA3 38% 97% 88% 72% 75%
2KLK2 + PCA3 21% 98% 88% 64% 66%
PCA3 ou PSMA positivo 73% 71% 64% 79% 72%
PCA3 ou PSMA positivo com PSA 72% 72% 88% 48% 72%
sérico > 4ng/mL
> 3 positivos 27% 91% 69% 64% 65%
> 3 positivos + PSA sérico > 4ng/mL 26% 97% 96% 32% 45%
"PCA3 + PSMA + KLK2 40% 99% 92% 79% 81%
2PCA3 + PSMA + KLK2 12% 99% 92% 62% 63%
PCA3 (+) ou PCA3 (-) e KLK2/PSMA 57% 86% 74% 74% 74%
(+)
PCA3 (+) ou PCA3 (-) e KLK2/PSMA 57% 89% 93% 43% 65%

(+) com PSA sérico > 4ng/mL

T= versus somente casos negativos, °= versus todas as outras combinagdes.
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Discussao

Desde a descoberta do uso da RT-PCR para detectar a presenca de
células tumorais circulantes no sangue, muitos estudos tém utilizado essa técnica
para diferentes tipos de tumor, incluindo o cancer de proéstata.” 12131516 g
esperado que a demonstracdo de células do cancer de prostata no sangue dé
informagées sobre a propagacdo extra-prostatica e da agressividade do cancer.”

A procura de novos marcadores séricos se deve pela baixa especificidade
do PSA na avaliacdo clinica de pacientes com cancer de préstata. A presente
investigacdo baseou-se na hipétese de que varios marcadores devem ser
avaliados simultaneamente para tentar explicar as intrincadas associacdes de
eventos multiplos e variados que levam ao desenvolvimento do céncer, tais como:
alteragbes gendmicas, invasdo local da matriz extracelular, liberagcdo de células
micrometastaticas para a circulagdo, invasao de tecidos de 6rgaos secundarios,
seguido pela resisténcia ao bloqueio hormonal. Os padrdoes de expresséo entre
diferentes genes podem ter um significado individual para cada paciente. Neste
contexto, procurou-se nesta investigagdo demonstrar o potencial combinado do
uso de quatro transcritos, KLK2, KLK3, PCA3 e PSMA, como marcadores em
nivel de sangue periférico, os quais possuem expressao diferencial e regulagéo

positiva no cancer de prostata,'?!316:18-24

informagbes que foram reafirmadas no
Capitulo | dessa tese.
O KLK2, KLK3 e PSMA sao genes induziveis e tecido-inespecificos,

6-11,19.25.26 o 550 induzidos

embora possuam alta concentracao no tecido prostatico,
mediante alteragcbes fisiolégicas da préstata, principalmente nos eventos
tumorais.'®?® O transcrito PCA3, por sua vez, é um gene ndo-codificante tumoral
e prostata-especifico. '

A escolha dos quatro genes se deve pela intima associagdo com a

27
A19,21,

regulagdo hormonal (testosterona) dos genes KLK2, KLK3 e PSM e pela

alta especificidade do PCA3 em identificar células tumorais prostaticas,'®2+2830
sendo este o primeiro trabalho que investigou simultaneamente estes transcritos e
seus comportamentos nos pacientes com CaP e HPB e em um grupo controle de

individuos jovens com o intuito de aprimorar o diagnaostico clinico.
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Os resultados ndo mostraram diferencas na freqiéncia dos transcritos
génicos do KLK2, PCA3 e PSMA entre os casos de hiperplasia e voluntarios
saudaveis, e ao contrario, ocorreu uma freqiéncia significativamente maior
desses transcritos no sangue de pacientes com adenocarcinoma prostatico, o que
demonstra que a detecgdo de RNAm dos genes KLK2, PCA3 e PSMA no sangue
periférico estd associada com ocorréncia da doenga maligna.

Quanto ao uso da RT-PCR para o KLK3 (ou PSA) embora nenhuma
diferenga tenha sido encontrada entre os casos de CaP e controles negativos, os
dados obtidos demonstraram uma associagédo entre a presenga do KLK3 e
doenca com invasao local. Corroborando com os dados aqui apresentados
diversos trabalhos tém reportado que a andlise por RT-PCR dos transcritos desse
gene no sangue periférico pode ser util como marcador pré-operatério na
distincao entre doenca localizada e avangada, demonstrando uma associacao
desse gene com a doenca metastatica.”®'®'® Assim, esses dados sugerem que
um maior numero de individuos devem ser estudados e nas diferentes classes do
CaP (localizado, com metastase local, com metastase a distancia, horménio
independente) devido a grande importancia que as analises do PSA sérico ou
pela RT-PCR tém apresentado nos diversos trabalhos que demonstram a sua
aplicacdo clinica.”® %1

Nesta investigacao, as analises combinadas da RT-PCR para o KLK2,
PCA3 e PSMA discriminaram a doenca benigna do cancer de prostata, sugerindo
sua utilizacdo para diferenciar esses dois grupos de pacientes. Os resultados
comparados ao estadiamento TNM demonstraram que os genes KLK2 e PSMA
podem estar associados com a invasdo extra-prostatica (pT3), e
consequentemente com células localmente invasivas que foram liberadas para a
circulagcédo, podendo sugerir a presenga de doenga residual oculta em pacientes
submetidos a prostatectomia radical, o0 que pode, num estudo futuro, aumentar a
habilidade para predizer a progressao da doenga localizada.

O uso da RT-PCR para os genes KLK2 e PSMA como marcadores de
células prostaticas circulantes associadas com a progressao da doencga tem sido
descrito em outros trabalhos. Na RT-PCR pré-operatoria entre os pacientes com
cancer submetidos a cirurgia radical tem sido observada uma positividade
variando entre 27 a 88%, e entre 35 a 65% para os genes KLK2 e PSMA,
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respectivamente.”®'"131532 Og dados aqui apresentados de 58% de positividade
para os genes KLK2 e PSMA, estao dentro dessa variacao.

Alguns trabalhos tém realizado a tripla combinacdo dos genes PSMA,
KLK2 e KLK3 no sangue periférico para estabelecer o papel desses genes como
método auxiliar para a pratica clinica para avaliagdo do cancer de prostata.’' 3"
A RT-PCR Nested para esses genes tem demonstrado que a analise do RNAm
dos genes PSMA e o KLK2 foram melhores no monitoramento da progresséo da
doenca apo6s o bloqueio por andrégenos, sendo que a combinacdo de ambos é
desejavel para os pacientes submetidos & terapia endécrina,®! ou pela associagéo
da expressao desses genes com o TNM T3-T4 observadas no presente trabalho,
como também para o monitoramento da doenga ap6s a cirurgia radical, podendo
estar associado com a ocorréncia de doenca metastatica.>’ Também tem sido
observado que a positividade de expressdao do gene PSMA no sangue periférico
apresenta maior valor para diagnostico comparado a expressao dos genes KLK3
e KLK2,*2 0 que foi semelhante aos dados aqui apresentados, sendo que seu
valor se estende quanto a escolha da terapia e avaliagcdo progndstica para os
pacientes com cancer de prostata.®® A caracteristica carcinogénica do PSMA tem
sido revelada pela presenca dessa proteina na neovasculatura de tumor de
bexiga, rim e colon, sugerindo um possivel papel na angiogénese tumoral,
contudo essa ligacdo com a neovasculatura de tumores sélidos malignos parece
ndo ocorrer no cancer de préstata.?®> Outros trabalhos realizados em pacientes
submetidos a terapia hormonal tém encontrado associacdo entre a expressao
duplo-positiva para os genes KLK3 e PSMA e um maior grau de Gleason, sendo
que a avaliacdo tripla dos genes KLK2, KLK3 e PSMA em sangue periférico
parece ndo ter um valor prognostico, mas a terapia anti-androgénica administrada
nos pacientes pode ter comprometido os resultados obtidos."

Quanto ao gene PCAS, os seus transcritos foram encontrados em 1999 por
Bussemakers e colaboradores,'® pela técnica Differential Display, e por isso o
produto do gene PCA3 foi inicialmente denominado de DD3. Desde sua
descricao, os estudos tém confirmado o uso desse gene como marcador tumoral

prostata eSpeCifico_24’28'3°’33

Por serem especificos da prostata e
significativamente aumentados no cancer, os seus RNAs podem ser detectados

em importantes alvos para a analise clinica como tecidos prostaticos ou
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182830 na urina ap6s massagem prostatica 2° e em sangue periférico.>® O

bidpsias,
trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa® havia descrito a presenca do gene
PCA3 no sangue periférico associada com o cancer de préstata, assim os
resultados do presente estudo corroboram com os dados anteriores. Os dados
apresentados indicam que a expressao do gene PCAS3 foi maior em pacientes
com CaP comparado aos controles saudaveis, contudo nao se diferenciou entre
os pacientes com doenca localizada e extra-prostatica, o que sugere que a sua
expressao esta aumentada em todos os estadios tumorais.

Em relacdo a associagcdo entre o grau de Gleason e a frequéncia dos
marcadores PCA3 e PSMA algumas consideragdes devem ser feitas. A diferenca
de concordancia entre a expressdo de marcadores prostaticos e os niveis de PSA
sérico, TNM e Gleason pode ser explicada, em parte, pela natureza multifatorial

do cancer de préstata entre os diferentes pacientes. 210121516

O grau de
Gleason indica o quanto indiferenciado o tumor se tornou do padrao celular
prostatico normal. Essa perda na diferenciacdo ocorre pelas alteragcdes nos
diferentes fatores génicos e protéicos associados a caracterizacao fenotipica da
doenca. Assim, algum fator deve estar influenciando para que ocorra um aumento
dos transcritos PSMA e PCAS3 nos tumores com caracteristicas funcionais ainda
associadas ao tecido prostatico normal, enquanto que o tumor mais
indiferenciado, com potencial de agressividade maior, pode estar perdendo a
expressao desses genes e aumentando a expressdo de outros envolvidos na
perda de diferenciacao celular. Num proximo momento, o que poderia ocorrer
seria a retomada do aumento da expressao desses marcadores, aumentando em
conseqliéncia, a positividade no sangue periférico. Segundo Israeli et al. (1994),'"®
a expressao do gene PSMA é encontrada em altos niveis em prostata normal e
tumoral, mas em baixos niveis em doenga benigna. Ou seja, uma alta expressao
seguida de sua perda e posterior aumento para o PSMA ja havia sido observado
associado a ocorréncia do CaP. Contudo, os trabalhos tém demonstrado em sua
maioria associagao positiva entre a expressdo aumentada do PSMA e o grau de

Gleason® !> 20, 21

. Os dados apontam que a freqiéncia do PCA3 e PSMA, medida
em nivel molecular e associada ao adenocarcinoma prostatico podem
simplesmente ocorrer de forma independente das alteracdes dadas pelos graus

de Gleason, cuja analise é feita baseada em alteracdes celulares morfolégicas.
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Como mostrado, existem varios trabalhos avaliando os marcadores

individualmente,'%'1® 7.8,13 11,31,32

com dupla combinacao e até tripla combinacao,
contudo esse € o primeiro trabalho utilizando a analise de quatro marcadores
moleculares nos mesmos pacientes com cancer de préstata submetidos a cirurgia
radical, com hiperplasia benigna e em voluntarios saudaveis. A inclusédo do
marcador PCAS3 apresenta duas vantagens fundamentais comparado aos outros
marcadores, é préstata e cancer especifico.

O estudo combinado para estadiamento molecular demonstra que os
melhores marcadores associados foram o PSMA e PCAS3, com um aumento da
ocorréncia do CaP em aproximadamente 51 vezes comparado aos casos duplo-
negativos e de 23 vezes comparado aos demais casos. Foi observado que com a
presenca do PCA3 todos os paréametros para o teste molecular melhoraram,
contudo a sensibilidade foi reduzida. Embora o PCAS3 seja um marcador capaz de
detectar o tumor, a baixa sensibilidade demonstra a necessidade de melhoria no
diagnostico molecular para esse gene. Contudo, como os transcritos do gene
PCA3 sao prostata-especificos, a baixa sensibilidade no teste pode estar
associada a um dos maiores problemas na deteccao das neoplasias, que consiste
na deteccao de poucas células do cancer no meio de um excesso de populacoes
de células normais e de diferentes tipos celulares no sangue periférico, sendo
esse um fato importante e que deve ser considerado.

Com o advento do uso do PSA sérico, a avaliagdo do cancer de prostata
por esse metodo € parte integral do diagndstico, estadiamento e terapia, contudo,
apresenta baixa eficiéncia na distingdo entre o cancer e as doencas benignas.®*
Varios estudos utilizando valores de PSA com valor de corte acima de 4,0 ng/mL,
tem demonstrado sensibilidade variando de 58% a 92%, especificidade de 22% a
84% e valor preditivo positivo de 31% a 54%.%>%® Comparando-se os dados do
PSA sérico isoladamente com os resultados da combinagdo génica PCA3 ou
PSMA positivo e aquela que inclui PCA3 positivo ou PCA3 negativo, mas KLK2 e
PSMA duplo-positivos, observou-se que com exce¢ado da sensibilidade, os dados
moleculares apresentaram-se significativamente maiores para a especificidade
(86%), para o valor preditivo positivo (74%) e acuracia (74%). Uma especificidade
de 98% para os genes KLK2 e PCA3 associados ja havia sido previamente

reportado por nosso grupo de pesquisa.’” Ainda, a andlise combinada dos
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marcadores moleculares ao PSA sérico, apresentou maior indice Kappa,
especificidade e valor preditivo positivo, com uma probabilidade 10 vezes maior
para o CaP, podendo sugerir que o screening combinado por RT-PCR Nested
para os RNAm dos genes PCA3, KLK2 e PSMA no sangue periférico juntamente
com as medidas de PSA sérico possa ser utilizado na distingdo entre pacientes
com doenca benigna daqueles com doenga maligna. Contudo, quando somente o
PCA3 ou PSMA forem positivos, embora apresente uma probabilidade de
ocorréncia menor comparada a combinacao anterior, esse teste também tem uma
contribuicdo importante na distincdo entre os grupos com cancer daqueles que
ndo apresentam a doenga. Assim, ambos PCA3 e PSMA, ou PCA3, PSMA e
KLK2, parecem ser ferramentas Uteis na detec¢cdo e monitoramento de células
prostaticas tumorais circulantes.

A amplificacdo de seqiéncias expressas pela RT-PCR oferece diversas
vantagens em relacdo as metodologias utilizando proteinas. A deteccédo de
moléculas especificas de RNAm pode indicar a presenca de células tumorais no
tecido, linfonodos, medula 6ssea, sangue periférico ou outros fluidos corporais,
devido a uma alteracao no nivel molecular ndo necessariamente com associacao
direta a alteragdo morfoldégica e também devido a alta instabilidade dessas
moléculas no meio extracelular.®'3"

A prostatectomia radical representa um tratamento inadequado para
pacientes com doencga metastatica além de ser um procedimento invasivo, sendo
necessarias modalidades de estadiamento n&o invasivos que possam distinguir
pacientes com alto risco de recorréncia (que sdo 0s que possuem canceres mais
agressivos e com alta capacidade de se metastatizar, onde somente a
monoterapia cirargica ndo é suficiente e terapias adjuvantes ou neo-adjuvantes
sistémicas podem ser necessdrias) daqueles que apresentam altos indices de
cura somente com a prostatectomia radical.”®

O conhecimento dos perfis de expressao génica envolvidos no processo de
desenvolvimento do cancer pode auxiliar em decisdes prognosticas importantes,
sendo que a utilizagdo da positividade dada pela RT-PCR dos genes KLK2 e
PSMA representa um método util para as andlises clinicas voltadas para a
deteccao de células tumorais circulantes, estando essas diretamente associadas

a tumores com alta capacidade de invasdo (T3-T4). Esses tipos tumorais
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requerem diferentes métodos terapéuticos e tempos de tratamento daqueles
canceres confinados ao 6rgdo.'® A deteccao de células tumorais circulantes por
RT-PCR para o KLK2, PSMA e PCA3 poderia auxiliar a clinica do cancer de
préstata, o que poderia culminar num resultado final de melhoria do prognaéstico

do paciente e, consequentemente na sua qualidade de vida.
Referéncias Bibliograficas

1. Landis SH, Murray T, Bolden S, et al: Cancer statistics. CA Cancer J Clin 48:6-29, 1998.

2. Griffiths K, Morton MS: Aspects of the cell biology of prostate cancer. In: Kaisary AV, Murphy
GP, Denis L, Griffiths K. Textbook of prostate cancer: pathology, diagnosis and treatment. London:
Martin Dunitz, 1999, pp 51-74.

3. INCA (Instituto Nacional do Cancer): Cancer de Prostata, Rio de Janeiro 2006:

http:/www.inca.org.br/cancer/tipos/prostata.

4. Isaacs, JT: Molecular markers for prostate cancer metastasis: developing diagnostic methods for
predicting the aggressiveness of prostate cancer. Am J Pathol 150:1511-1521, 1997.

5. Paulson DF, Moul JW, Walther PJ: Radical prostatectomy for clinical stage T1-2NOMO prostatic
adenocarcinoma: long-term results. J Urol 144:1180-1184, 1990.

6. Tricoli JV, Schoenfeldt M, Conley BA: Detection of prostate cancer and predicting progression:
current and future diagnostic markers. Clin Cancer Res 10:3943-3953, 2004.

7. Ylikoski A, Pettersson K, Nurmi J, et al: Simultaneous quantification of prostate-specific antigen
and human glandular kallikrein 2 mRNA in blood samples from patients with prostate cancer and
benign disease. Clin Chem 48:1265-1271, 2002.

8. Mitsiades CS, Lembessis P, Sourla A, et al: Molecular staging by RT-PCR analysis for PSA and
PSMA in peripheral blood and bone marrow samples is an independent predictor of time to
biochemical failure following radical prostatectomy for clinically localized prostate cancer. Clin Exp
Metast 21:495-505, 2004.

9. Llanes L, Ferruelo A, Paéz A, et al: The clinical utility of the prostate specific membrane antigen
reverse-transcription/polymerase chain reaction to detect circulating prostate cells: an analysis in
healthy men and women. BJU Int 89:882-885, 2002.



67

10. Martinez-Pifeiro L, Rios E, Martinez-Gomariz M, et al: Molecular staging of prostatic cancer
with RT-PCR assay for prostate-specific antigen in peripheral blood and lymph nodes: comparison
with standard histological staging and immunohistochemical assessment of occult regional lymph
nodes metastases. Eur Urol 43:342-350, 2003.

11. Kurek R, Nunez G, Tselis N, et al: Prognostic value of combined “triple”-reverse transcription-
pcr analysis for prostate-specific antigen, human kallikrein 2, and prostate-specific membrane
antigen mRNA in peripheral blood and lymph nodes of prostate cancer patients. Clin Cancer Res
10:5808-5814, 2004.

12. Hara N, Kasahara T, Kawasaki T, et al: Reverse transcription-polymerase chain reaction
detection of prostate-specific antigen, prostate-specific membrane antigen, and prostate stem cell
antigen in one milliliter of peripheral blood: value for the staging of prostate cancer. Clin Cancer
Res 8:1794-1799, 2002.

13. Ylikoski A, Karp M, Pettersson K, et al: Simultaneous quantification of human glandular
kallikrein 2 and prostate-specific antigen mRNAs in peripheral blood from prostate cancer patients.
J Mol Diag 3:111-122, 2001.

14. Lee MS, Chang KS, Cabanillas F, et al: Detection of minimal residual cells carrying the t
(14;18) by DNA sequence amplification. Science 237:175-179, 1987.

15. Shariat SF, Gottenger E, Nguyen C, et al: Preoperative blood reverse transcriptase-PCR
assays for prostate-specific antigen and human glandular kallikrein for prediction of prostate cancer
progression after radical prostatectomy. Cancer Res 62:5974-5979, 2002.

16. Patel K, Whelan PJ, Prescott S, et al: The use of real-time reverse transcription-pcr for
prostate- specific antigen mRNA to discriminate between blood samples from healthy volunteers
and from patients with metastatic prostate cancer. Clin Cancer Res 10:7511-7519, 2004.

17. Chomczynski P, Sacchi N: Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem 62:156 —159, 1987.

18. Bussemakers MJ, Bokhoven A, van Verhaegh GW, et al: DD3: A new prostate-specific gene,
highly overexpressed in prostate cancer. Cancer Res 59:5975-5979, 1999.

19. Israeli RS, Powell CT, Corr JG, et al: Expression of the prostate-specific membrane antigen.
Cancer Res 54:1807-1811, 1994.



68

20. Wright GL, Haley C, Beckett ML, et al: Expression of prostate-specific membrane antigen in
normal, benign, and malignant prostate tissues. Urol Oncol 1:18-28, 1995.

21. Kawakami M, Nakayama J: Enhanced expression of prostate-specific membrane antigen gene
in prostate cancer as revealed by in situ hybridization. Cancer Res 57:2321-2324, 1997.

22. Herrala AM, Porvari KS, Kylldnen AP, et al: Comparison of human prostate specific glandular
kallikrein 2 and prostate-specific antigen gene expression in prostate with gene amplification and
overexpression of prostate specific glandular kallikrein 2 in tumor tissue. Cancer 92:2975-2984,
2001.

23. Meola J, Goulart LR, Oliveira JDD, et al: Differential expression of the KLK2 and KLK3 genes in
peripheral blood and tissues of patients with prostate cancer. Gen Mol Biol 29:193-199, 2006.

24. Hessels D, Verhaegh GW, Schalken JA, et al: Applicability of biomarkers in the early diagnosis
of prostate cancer. Expert Rev Mol Diagn 4:513-526, 2004.

25. Silver DA, Pellicer I, Fair WR, et al: Prostate-specific membrane antigen expression in normal
and malignant human tissues. Clin Cancer Res 3:81-85, 1997.

26. Renneberg H, Friedetzky A, Konrad L, et al: Prostate specific membrane antigen (PSM) is
expressed in various human tissues: implication for the use of PSM reverse transcription
polymerase chain reaction to detect hematogenous prostate cancer spread. Urol Res 27:23-27,
1999.

27. Sun Z, Pan J, Balk SP: Androgen receptor-associated protein complex binds upstream of the
androgen responsive elements in the promoters of human prostate-specific antigen and kallikrein 2
genes. Nucl Acids Res 25:3318-3325, 1997.

28. KoK JB, Verhaegh GW, Roelofs RW, et al: DD3PCAGS, a very sensitive and specific marker to
detect prostate tumors. Cancer Res 62: 2695-2698, 2002.

29. Hessels D, Gunnewiek JMTK, van Oorf I, et al: DD3”***-based molecular urine analysis for the
diagnosis of prostate cancer. Eur Urol 44:8-16, 2003.

30. Schalken JA, Hessels D, Verhaegh G: New targets for therapy in prostate cancer: Differential
display code 3 (DD3"°*%) a highly prostate cancer specific gene. Urol 62: 34-43, 2003.



69

31. Xu T, Chen X, Wang XF, et al: Study of PSA, PSMA and hK2 mRNA in peripheral blood of
prostate cancer patients and its clinical implications. Beijing Da Xue Xue Bao 36:164-168, 2004.

32. Cui WG, Zhao H, Song YZ, et al: Clinical significance of expression of PSA, hK2, PSMA in the
peripheral blood of patients with prostate cancer. Zhonghua Zhong Liu Za Zhi 26:479-81, 2004.

33. Oliveira JDD, Goulart LR, Oliveira Jr WP, et al: DD3 gene expression in peripheral blood of
patients with prostate cancer and with benign prostate hyperplasia as a molecular diagnostic.
Eur Urol Suppl 2:102-102, 2003.

34. Catalona WJ, Smith DS: Cancer recurrence and survival rates after anatomic radical retropubic
prostatectomy for prostate cancer intermediate-term results. J Urol 160:2428-2434, 1998.

35. Martins ACP, Borelli- Bovo TJ, Reis RB, et al: Performance of psa and of psa density in the

diagnosis of prostate carcinoma. Acta Cirurg Bras Suppl 17:7-11, 2002.

36. Brawer MK, Kirby R: In: Prostate specific antigen. Abingdon: Health Press Limited, 1998.

37. Goulart LR, Neves AF, Oliveira-dJr WP, et al: Prostate cancer diagnostics, tumor staging,
disease recurrence and clinical management by analyses of multiple molecular markers. Eur Urol
Suppl 2:156-156, 20083.



70

CAPITULO lli:
Andlise da expressao do RNA nao-codificante PCA3 em tecidos
prostaticos e em sangue periférico e implicacées no

diagnéstico do cancer de prostata
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Abstract

Purpose: Transcripts of PCA3/DD3 gene are at the moment the most specific molecule
found in prostate cancer specimens. This mRNA can be detected in important sample
targets for clinical analyses, such as prostatic tissues, urine after prostatic massage, and
the peripheral blood. Methods: The present study evaluated the PCA3 gene expression in
prostatic tissues and in peripheral blood of BPH and PCa patients, by RT-PCR assays,
and based on its detection together with other clinical parameters, we proposed a model
for molecular monitoring in order to improve diagnosis as an auxiliary technology. Results:
The concomitant use of PCA3 transcript detection in the peripheral blood and in prostate
tissues has improved diagnosis, with sensitivity and an accuracy of 77%. For the
molecular staging, patients have been classified as: localized disease (PBL-; negative
PCA3) and circulating tumors cells disease (PBL+; positive PCA3). The higher
frequencies of PBL- had been observed in T1-T2 stages (75%); on the other hand, the
higher PCA3 positivity was observed for the T3-T4 staging (43%), while the T1-T2 stages
presented 25% positivity. A correlation was found between the molecular staging and
serum PSA < 10ng/mL before surgery, and approximately 60% of patients with T3-T4
stages that presented biochemical failure after radical prostatectomy presented a positive
PCAS result (P= 0.05), with an odds ratio of 16-fold higher for the possibility of disease
recurrence in relation to the T1-T2 patients, and an accuracy of 82%. Conclusion: These
data demonstrated the importance of the PCA3 gene as an auxiliary method in prostate
cancer diagnosis, by distinguishing PCa from BPH patients, and also demonstrated its
prognostic value in recurrent disease for post-operative patients.

Key words: PCA3/DD3, RT-PCR, gene expression, prostate cancer, benign hyperplasia.
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Resumo

Os transcritos do gene PCA3/DD3 sado até o momento as moléculas mais especificas
encontradas em espécimes de cancer de prostata. Esses RNAm podem ser detectados
em importantes alvos para a analise clinica como tecidos prostaticos, na urina apo6s
massagem prostatica e em sangue periférico. O presente estudo avaliou a expressao do
gene PCAS3 em tecidos prostaticos e em sangue periférico de pacientes com HPB e CaP,
por técnicas de RT-PCR, e baseado na sua deteccdo juntamente com os parametros
clinicos, foi proposto um modelo de estadiamento molecular como técnica assesséria
para melhor o diagnéstico da doenca. O uso concomitante da deteccao dos transcritos do
gene PCAS3 no sangue periférico e no tecido prostatico melhorou o diagnostico, com
sensibilidade e acuracia de 77%. Para o estadiamento molecular, os pacientes foram
classificados como contendo a doenca localizada (PBL-) e em doenca com células
tumorais circulantes (PBL +). Maiores freqiéncias de tumor localizado pelo estadiamento
molecular foram observadas nos estadios T1-T2 (75%), enquanto que 25 e 43% dos
canceres T1-T2 e T3-T4, respectivamente, apresentaram PCA3 positivo (células
circulantes). Uma correlagéo foi encontrada para o estadiamento molecular para doenca
localizada e PSA sérico pré-cirdrgico < 10ng/mL, e aproximadamente 60% dos pacientes
TNM T3-T4 que apresentaram falha bioquimica apos a cirurgia radical apresentaram RT-
PCR positiva do PCA3 (P= 0.05), com um Odds Ratio 16 vezes maior para a
possibilidade de recorréncia da doenca em relagao aos pacientes T1-T2 e uma acuracia
de 82%. Esses dados demonstram a importancia da deteccdo do gene PCA3 como
método no diagnostico do cancer de prostata, por distinguir pacientes com CaP daqueles
com HPB, e também demonstrando seu valor prognostico na doenga recorrente no pés-
operatério dos pacientes.

Palavras-chave: PCA3/DD3, RT-PCR, expressao génica, cancer de préstata, hiperplasia
benigna.
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Introducéao

O gene DD3/PCA3 foi isolado pela técnica molecular que analisa
expressdo diferencial de genes (Differential Display) entre tecidos doentes e
saudaveis, o qual se mostrou altamente expresso no cancer de préstata
comparado a tecidos ndo neoplésicos.' Assim, a abreviacdo DD3 refere-se &
metodologia Differential Display que o descreveu e a recente nomenclatura PCA3
reflete sua associacdo com o cancer de prostata (prostate cancer antigen). O
gene PCA3 esta presente no cromossomo 9g21-22 e apresenta em sua
composicao 4 exons, sendo que os RNAm provenientes de um splicing do exon 2
parecem ser freqlentes no adenocarcinoma prostatico e a poliadenilagao
alternativa em trés diferentes posicdes do exon 4 geram diferentes tamanhos de
transcritos.

Provavelmente, devido ao alto numero de stop codons dentro da sequéncia
do RNAm maduro do gene DD3, nenhum produto protéico tem sido encontrado,
nem proveniente da molécula de RNAm completa (contendo os 4 exons), nem na
molécula contendo o splicing do exon 2, o que sugere ser o RNAm do gene
PCA3 uma molécula de RNA nao codificante.’

Além de ser considerado tumor especifico, 0 RNAm do gene PCA3 é
especifico de préstata, pois nenhuma expressdo deste gene foi encontrada em
outros tecidos.? Os seus RNAs mensageiros, com niveis significativamente
aumentados nas células tumorais da prostata, podem ser detectados em
importantes alvos para a andlise clinica como: tecidos prostaticos ou biépsias,’
na urina apds massagem prostatica’ e em sangue periférico.*

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a expressdo combinada do gene
PCA3 em tecidos prostaticos e sangue periférico de pacientes com HPB e CaP
por RT-PCR afim de associar o perfil de expressdao desse gene com as

caracteristicas clinicas da doenca.
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Materiais e Métodos

As amostras de tecidos prostaticos benignos e tumorais, e de sangue
periférico foram obtidas de 273 individuos. Os tecidos com adenocarcinoma da
préstata foram obtidos de 78 pacientes (48 submetidos a prostatectomia radical e
30 a bidpsia prostatica) e os casos de HPB foram obtidos de 25 pacientes
submetidos a resseccdo transuretral (RTU). Os fragmentos contendo
adneocarcinoma prostatatico foram avaliados por andlise anatomo patologica feita
por macrodissec¢ao. O sangue periférico foi obtido de 36 pacientes com HPB, 99
pacientes com CaP e de 104 voluntarios saudaveis. Em 12 e 57 dos casos com a
HPB e CaP, respectivamente, foram obtidas amostras de ambos, tecido prostatico
e sangue periférico dos mesmos pacientes. As caracteristicas do pacientes que

constituiram a casuistica deste trabalho estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes com CaP, HPB e voluntarios

saudaveis.
Grupo de Estadio TNM Grau de Gleason PSA Sérico Idade
Pacientes No (%) No (%) Meédia (SD) Meédia (SD)
Voluntarios - - - 23 (4)
Saudaveis
HPB - - 7.60 (6.1) 71 (10)
CaP
T1 5/78 (6) - 7.03 (1.4) 68 (5)
T2 47/78 (60) - 9.49 (4.1) 64 (8)
T3-T4 26/78 (34) - 10.04 (4.6) 65 (7)
<7 - 46/78 (59) 11.90 (9.8) 65 (8)
>7 - 32/78 (41) 24.10 (38.7) 67 (8)

HPB = hiperplasia prostatica benigna; CaP = cancer de préstata; No. = nimero de individuos; SD = desvio padrio.

Dos 48 pacientes submetidos a cirurgia radical em que as amostras do
sangue periférico foram analisadas para o gene PCA3, 32 foram acompanhados
(tempo médio de 12 meses) quanto aos niveis de PSA sérico p6s-cirurgico para
verificar a recidiva da doencga. Para falha bioquimica ou evidéncia de recorréncia
da doenca, foram considerados os niveis de PSA sérico> 0.2 ng/mL e 0 método
de correlacao de Fisher foi utilizado para verificar associacao entre os parametros
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clinicos (Gleason < ou > 7, PSA sérico pré-operatério < ou > 10ng/mL e TNM < ou
> T3) e o estadiamento molecular (de acordo com Mitsiades et al. 2004)° dado
pela RT-PCR do gene PCA3 no sangue periférico e nos tecidos prostaticos.

Para a anadlise no tecido, os valores de 10D (densidade otica integrada)
igual ou maior que 0.2 (cut off) para a expresséo relativa do PCA3 nos tecidos
prostaticos foram considerados positivos, e ao contrario, os valores abaixo desse
nivel foram considerados negativos. Os demais métodos de estudo encontram-se
descritos nos Capitulos | e Il, dentro dos itens que incluem analises de expressao
do gene PCAGS.

Resultados

RT-PCR do gene PCA3 combinada para os dados obtidos no sangue
periférico e tecido prostatico

As freqiéncias obtidas para a RT-PCR do PCAS3 em tecido prostatico, no
sangue periférico e em ambos simultaneamente estdo descritas na Tabela 2.
Como nenhuma diferenga foi encontrada para a RT-PCR Nested do PCAS entre
os grupos HPB e controle saudavel, esses foram analisados no sangue como
pacientes controles negativos da doenga. Os resultados obtidos para a andlise no
sangue periférico, nos tecidos prostaticos e na analise combinada (PBL + PT),
mostraram que a expressao do gene PCAS3 é significativamente maior no cancer
de prostata (P< 0.05). Os resultados demonstraram que nas amostras de sangue
periférico e de tecido prostatico com CaP a positividade aumentou de 29 e 62%
para 77%, respectivamente, quando a analise foi feita prevalecendo o resultado
final obtido para a RT-PCR do gene PCAS3 nas amostras do mesmo paciente. A
baixa frequiéncia de positividade do gene PCA3 no sangue periférico comparado
aos dados obtidos no tecido demonstra que 33% dos casos de CaP estao sub-
estadiados quando somente o sangue € analisado. Por outro quando a analise do
sangue é incluida observou-se que 15% dos pacientes nao diagnosticados como
positivos para os transcritos do gene PCA3 no tecido, apresentam essas

moléculas no sangue periférico.
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Tabela 2: Frequéncia do gene PCA3 no sangue periférico e em tecidos
prostaticos de pacientes com cancer de préstata, hiperplasia benigna e em

voluntarios saudaveis.

RT-PCR Positiva para o PCA3

Casos/Amostras CaP HPB

Voluntarios

Analisadas No. (%) No. (%) Saudaveis
No. (%)
PT 48/78 (62) 6/25 (24) ND
PBL 29/99 (29) 1/36 (3) 6/104 (6)
PBLe PT 44/57 (77) 3/12 (25) ND

PBL = sangue periférico, PT = tecido prostatico. ND= nenhum dado

Estadiamento molecular do cancer de prostata pela RT-PCR do PCA3

Quando os resultados foram avaliados para a expressdao combinada no
sangue periférico e no tecido prostatico, foram formados os seguintes subgrupos:
PBL-PT-, PBL+PT-, PBL-PT+ e PBL+PT+, sendo que a abreviagdo PBL se refere
a denominagao “peripheral blood” e PT a “prostatic tissue”. Nenhuma diferenca
significativa foi encontrada entre os subgrupos e os graus de Gleason < ou = 7.0
ou sistema TNM de classificagdo do tumor (P > 0.05), contudo, o subgrupo
PBL+PT+ foi associado com o PSA sérico > 10ng/ml e os subgrupos PBL-PT- e
PBL-PT+ foram associados com PSA< 10ng/mL (Tabela 3).

Para o estadiamento molecular, os dados foram divididos em doenca
localizada (PBL-PT- e PBL-PT+) e em doenga com células tumorais circulantes
(PBL+PT- e PBL+PT+), para possivel recidiva da doenga e, consequentemente
potencial metastatico (Tabela 3). De acordo com o estadiamento molecular, a
freqiéncia de células circulantes foi de 32%. Na Tabela 4 foram observadas
maiores frequéncias de tumor localizado pelo estadiamento molecular nos
estadios T1-T2 (75%), enquanto 25 e 43% dos canceres T1-T2 e T3-T4,
respectivamente, apresentaram células circulantes. Nos dois grupos formados
pelo estadiamento molecular combinado, semelhante aos resultados da Tabela 4,
foi encontrada uma associacao positiva entre a presencga de células circulantes e
PSA sérico > 10ng/mL (P = 0.06).
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Tabela 3: Subgrupos para a RT-PCR do gene PCAS3 nos pacientes com CaP

versus parametros clinicos.

Parametros RT-PCR PCA3

Clinicos "PBL-PT- ?PBL+PT- *PBL-PT+ PBL+PT+
No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)

PSA
<10ng/ml 8/29 (28) 3/29 (10) 15/29 (52) 3/29 (10)
> 10ng/ml 5/28 (18) 1/28 (4) 11/28 (39) 11/28 (39)
"P=0.55 "P=055 "P=0.04
2P=047 2p=0.08
p=0.03

Gleason

<7 7/30 (23) 1/30 (3) 13/30 (44) 9/30 (30)
>7 6/27 (22) 3/27 (11) 13/27 (49) 5/27 (18)
"P=034 "P= 054 "P= 044
2P=0.35 2p=0.21
*P=030

TNM
T1-T2 8/36 (22) 1/36 (3) 19/36 (53) 8/36 (22)
T3-T4 5/21 (24) 3/21 (14) 7/21 (33) 6/21 (29)
"P=0.24 "P=0.35 "P=0.56
2p=10.09 2p=10.29
*P=0.25

Nota: os valores de P foram calculados pelo teste exato de Fisher. PBL = sangue periférico, PT = tecido prostatico.

As andlises de recorréncia da doenga associada a falha bioquimica foram
listadas nas Tabelas 5 e 6.

Na Tabela 5, foram descritos a média de tempo de acompanhamento para
a recidiva da doenca (follow-up) dos pacientes com cancer de préstata. Os dados
obtidos para a recorréncia da doenc¢a medida pela falha bioquimica do PSA sérico
> 0.2 ng/mL foram analisados em 32/48 (67%) dos pacientes com CaP em
associacao com frequéncia do PCA3, estadiamento TNM, Gleason e PSA sérico
pré-operatorio (Tabela 4). Um maior nivel de PSA sérico pds-operatorio
apresentou-se préximo da significancia de correlagdo com o TNM T3-T4 (P= 0.06)
e Gleason > 7 (P=0.07).
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Tabela 4: Estadiamento molecular por RT-PCR para o PCA3 versus parametros

clinicos dos pacientes analisados.

Parametros Estadiamento Molecular
Clinicos para avaliacado Doenca Localizada Células circulantes
do Tumor (PBL-PT- e PBL-PT+) (PBL+PT-e PBL+PT+)
No. (%) No. (%)

TNM

T1-T2 27/36 (75) 9/36 (25)

T3-T4 12/21 (57) 9/21 (43)

Total 39/57 (68) 18/57 (32)
P=0.14

Gleason

<7 20/30 (67) 10/30 (33)

27 19/27 (71) 8/27 (29)

Total 39/57 (68) 18/57 (32)
P=0.50

2PsSA

<10ng/ml 23/29 (79) 6/29 (21)

> 10ng/ml 16/28 (57) 12/28 (43)

Total 39/57 (68) 18/57 (32)
P=0.06

Nota: os valores de P foram calculados pelo teste exato de Fisher. PBL = sangue periférico, PT = tecido prostatico.

Na Tabela 6, a falha bioquimica foi combinada com a RT-PCR do PCA3
(PSA> 0.2ng/mL com PBL+PT+ e PBL+PT-; PSA< 0.2ng/mL com PBL-PT- e PBL-
PT+) resultando em 17/32 (53%) dos pacientes. Os demais pacientes (15/32) que
apresentaram PSA> 0.2ng/mL e PBL- ou PSA< 0.2ng/mL e PBL+ serdo
acompanhados por um periodo maior de tempo para verificar se esses casos
apresentarao aumento do PSA pés-operatério para niveis acima de 0.2ng/mL ou
se ocorrera positividade do PCA3 nos casos discordantes. Aproximadamente 60%
(3/5) dos pacientes TNM T3-T4 foram correlacionados com a falha bioquimica no
pds-operatdrio combinada com a RT-PCR positiva do PCA3 (P= 0.05).
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Tabela 5: Falha bioquimica associada aos parametros clinicos e moleculares.

Falha Bioquimica

Parametros (recorréncia da doenca) N=32
Analisados Freqiiéncia de Falha Tempo de Falha P
No. (%) Bioquimica
Meses (SD)
RT-PCR PCA3
PBL-PT- e PBL-PT+ 9/22 (41) 9(x£5)
PBL+PT+ e PBL+PT- 4/10 (40) 10 (£ 6) 0.64
PSA (ng/mi)
<10 6/18 (33) 11 (£ 4)
>10 5/14 (36) 5 (+3) 0.59
TNM
T1-T2 4119 (21) 10 (£ 8)
T3-T4 7/13 (54) 11 (£ 4) 0.06
Gleason
<7 2/14 (14) 9 (+7)
>7 8/18 (44) 12 (£3) 0.07

PBL = sangue periférico, PT = tecido prostatico. Nota: os valores de P foram calculados pelo teste exato de Fisher.

Tabela 6: Falha bioquimica combinada a RT-PCR para o PCA3 e aos parametros

clinicos.
Falha Bioquimica no pos-operatorio
(recorréncia da doenca)
Parametros e RT-PCR para o PCA3 pre-operatdrio N=17
Analisados PSA > 0.2
PBL+PT+ e PBL+PT- P
No. (%)
PSA (ng/ml)
<10 2/10 (20)
>10 2/7 (29) 0.56
TNM
T1-T2 1/12 (8)
T3-T4 3/5 (60) 0.05
Gleason
<7 1/10 (10)
>7 3/7(43) 0.16

PBL = sangue periférico, PT = tecido prostatico. Nota: os valores de P foram calculados pelo teste exato de Fisher.
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Calculo de Odds Ratio para diferenciar CaP de controle saudavel e CaP
localizado de doenca recidiva

Os dados de Odds Ratio entre o cancer de préstata e controles negativos
demonstraram as seguintes possibilidades de ocorréncia da doenga quando os
transcritos do PCA3 foram positivos: quando somente o sangue é analisado foi de
7.87 (IC 95%: 3.28 — 18.88, P = 0.000), quando somente o tecido é analisado foi
de 5.06 (IC 95%: 1.82 — 14.12, P = 0.002), e quando ambos sdo analisados
predominando o resultado da RT-PCR positiva, foi de 10.15 (IC 95%: 2.39 —
43.10, P = 0.001). Para andlise do CaP recorrente, os casos de RT-PCR do PCA3
positiva, PSA sérico pos-operatorio >0.2 ng/mL e TNM T3-T4 em combinagéo
aprentaram cerca de 16 vezes maior (IC 95%: 1.09 — 250.19, P = 0.08) de

recorréncia comparado aos demais casos (dado reportado na Tabela 6).

Testes diagnosticos para a RT-PCR do PCA3

Na Tabela 7 foram descritos os dados obtidos para a sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, acuracia e indice
Kappa para a RT-PCR do PCAS3 (tecidos prostaticos, sangue periférico e em
ambos) e para a analise de recorréncia. No primeiro caso, o grupo CaP foi
analisado versus controles negativos (controles no sangue: HPB e voluntarios
saudaveis). No segundo caso, os dados da Tabela 6 foram considerados para a
andlise de recidiva da doenga.

A analise de expressdao do gene PCAS3 no sangue periférico apresentou
uma alta especificidade (95%). Contudo, os maiores dados para a sensibilidade
(77%), valor preditivo positivo (94%) e acuracia (77%) foram obtidos pela a
expressdo do PCA3 em ambas as amostras, sangue e tecido do mesmo paciente,
de onde foi determinado o resultado final de positividade (Kappa= 0.52).

O teste utilizando a associcédo presengca do PCA3 no sangue periférico,
PSA pés-operatério maior que 0.2ng/mL e TNM T3-T4 juntos apresentaram
sensibilidade, especificidade e acuracia de 60, 92 e 82%, respectivamente para a

recorréncia da doencga (Kappa= 0.52).
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Foi encontrada uma associacao positiva entre a positividade de expressao
que inclui PBL e PT para a RT-PCR do PCA3 e a idade do paciente no
diagnéstico (r=0.38, Pearson, P<0.05). Nenhuma outra correlacao foi encontrada
entre os demais parametros clinicos e laboratoriais do presente trabalho.

A partir dos resultados apresentados foi elaborada a Tabela 8, que sugere
possiveis caminhos para a progressdo do cancer de prostata baseados nas
concordancias encontradas: entre o estadiamento molecular e o PSA sérico preé-
operatorio; entre o PSA sérico p6s-operatorio e o TNM e; entre o TNM, o PSA

sérico pos-operatorio e o estadiamento molecular.

Tabela 7: Teste diagnéstico para a RT-PCR do gene PCA3 no sangue periférico e
em tecido prostatico comparado a controles negativos para o cancer de prostata.

Teste RT-PCR PCA3 * Recorréncia
Diagndstico PT PBL PBL e PT da doenca
Sensibilidade 62% 29% 77% 60%
Especificidade 76% 95% 75% 92%
VPP 89% 81% 94% 75%

VPN 39% 66% 41% 85%
Acuréacia 65% 68% 77% 82%
Kappa 0.38 0.24 0.52 0.52

(P =0.000) (P =0.000) (P =0.000) (P =0.000)

PBL = sangue periférico, PT = tecido prostatico, VPP = valor preditivo positivo, VPN = valor preditivo negativo. * A analise
de recorréncia da doenga foi baseada em trés pardmetros de concordancia: PSA sérico pds-operatério maior que
0.2ng/mL, RT-PCR PCAS3 positiva no sangue e TNM T3-T4.
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Tabela 8: Provavel evolugcao do cancer de prostata conforme os resultados dos
parametros do PCAS3 no sangue periférico por RT-PCR e PSA sérico pré e pos-

cirurgico.

RT-PCR PSA pos PSA pré Recomendacoes
Nested operatorio operatorio
PCA3 (0.2ng/mL)  (>10ng/mL)

— — — Livre de doenca.

- - - Livre de doenga. Contudo requer um melhor
acompanhamento.

— + — Recidiva. O PSA sérico pos-operatério positivo

+ — + caracteriza recidiva da doenga. A presenca do PCA3
positivo é indicativa de cancer e pacientes com PSA
pré-operatorio acima de 10nm/mL apresentam alto
risco para falha bioquimica no pés-operatorio.

+ + - Recidiva. Células tumorais circulantes, sendo

necessaria uma nova escolha terapéutica.

Discussao

De acordo com Carter et al. (2004),° o screening do PSA sérico no
diagnéstico clinico do cancer de préstata tem demonstrado uma concordancia
geral entre os clinicos de que, apds a sua utilizacdo, houve um aumento no valor
preditivo da doenca quando comparado aos métodos de rastreamento utilizados
ha dez anos atras, e que muitos cénceres detectados por esse método
apresentam importancia clinica quando suas caracteristicas patolégicas e seu
potencial biolégico sado avaliados. Contudo, a capacidade para identificar
corretamente homens com cancer daqueles que ndao apresentam a doenca é
limitada (baixa especificidade), por apresentar alteracbes também em doencas
benignas e em inflamagdes da préstata.

Frente a evolugdo dos métodos de avaliacdo das alteragdes de células
tumorais atualmente disponiveis, tanto morfologicamente quanto molecularmente,
o PSA nao parece ser o marcador ideal para doenca localizada ou para doenca
em estagios avancados,® havendo uma necessidade de melhores marcadores

para as doencgas biologicamente relevantes como o cancer de préstata.
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Varios trabalhos reportam o uso da técnica de RT-PCR como analise
molecular de marcadores associados ao cancer de préstata no sangue periférico.
Contudo, os estudos tém apresentado controvérsias quanto as diferentes
associagdes dos dados moleculares. Entre essas variagcdes destacam-se: selecao
de diferentes primers; variagcdes na sensibilidade e especificidade dos protocolos
de RT-PCR; diferencas nos tempos de estadiamento molecular, sendo
frequentemente realizado logo apés o diagnostico de bidpsia seguida por USTR
(os quais podem confundir os resultados devido a presenca transiente associada
a bidpsia ou de células prostaticas na circulagédo); altas taxas de resultados falso-
positivos no sangue ou em amostras de medula éssea (transcritos ilegitimos por
tecidos nao-prostéaticos); avaliagcdo de apenas um gene ou de um unico tecido
(sangue, linfonodo, bidpsia prostatica ou medula 6ssea) e; analise de amostras de
medula éssea provenientes de aspirados e nao de bidpsias, 0os quais estdo
frequentemente contaminados com sangue, e assim as amostras de medula ndo
sao representativas. Cada uma dessas diferengas técnicas tem efeitos adversos
sobre a acuracia do diagnéstico e do prognéstico dado pelo método molecular.>”®

No presente trabalho, essas diferencas foram minimizadas pela analise do
sangue periférico e do tecido prostéatico, assim como pela andlise de um marcador
tumor especifico, que nao é associado a expressao de transcritos ilegitimos no
sangue como verificado para outros genes prostaticos. De acordo com Kok et al.
(2002),° além de estar associado ao cancer de préstata, o gene PCA3 é também
especifico dessa glandula, ndo apresentando expressdao em cancer de pulmao,
es6fago, ileo, célon, pancreas, testiculos, mama, bexiga e melanoma. Os dados
aqui apresentados demonstraram que a prevaléncia do gene PCAS foi maior em
tecidos com CaP comparado a tecidos com HPB. Esses dados corroboram com a
literatura que descreve superexpressdo do gene PCAS3 no cancer de préstata
comparado a tecidos benignos.! Quanto aos dados no sangue periférico, a
analise pela RT-PCR Nested foi primeiramente reportada por nosso grupo de
pesquisa,’ que num estudo preliminar também demonstrou associacdo da
expressao do gene PCA3 ao cancer de prostata.

Devido a superexpressdao do gene PCA3 no CaP e natureza prostata
especifica,? seus RNAs podem ser detectados em importantes alvos para a

3

andlise clinica como: bidpsias,”® urina apés massagem prostatica,? e sangue
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periférico.* Individualmente, as andlises de expressdo do gene PCA3 ou no
sangue periférico ou nos tecidos prostaticos apresentam seu valor como auxiliar
nos testes diagndsticos para a distincdo de pacientes com CaP daqueles com
doenca benigna. Contudo, as analises de expressdao do gene PCA3 no sangue
periférico e no tecido prostatico dos mesmos pacientes apresentaram-se melhor
como teste diagnostico, com uma acuracia de 77% e uma probabilidade
aumentada em 10 vezes para ocorréncia da doenga maligna quando os
transcritos desse gene estavam presentes. Comparado aos dados do Capitulo |,
observa-se que com a inclusdo da analise de bidpsias nos tecidos os parametros
de sensibilidade, valor preditivo negativo e acuracia foram reduzidos
provavelmente pela substancial redu¢cado no tamanho da amostra processada para
a extracdo de RNA e posterior andlise de expressédo génica, mas com resultados
ainda significativos. Assim, quando as bidpsias sdo necessarias, as analises
monitoradas por patologistas e pela andlise molecular do gene PCA3 combinada
aos dados no sangue periférico podem melhorar ainda mais o resultado final do
paciente quanto a presenca da doenca maligna.

Os resultados aqui obtidos demonstram que as medidas de expressao do
gene PCAS pela RT-PCR semi-quantitativa e Nested sao altamente sugestivas
como ferramenta auxiliar ao diagnéstico clinico. Esses dados podem ainda sugerir
que as analises do gene PCAS3 devem ser realizadas em conjunto com 0s outros
parametros clinicos, suportado pelos seguintes dados: os indices de
especificidade do PSA sérico sdo baixos, mas a sensibilidade é alta; pela recusa
de uma parte da populagdo masculina em realizar o toque retal e baixa
sensibilidade desse método (20%); e cerca de 40-50% dos pacientes com CaP
séo subestadiados. A sensibilidade da RT-PCR Nested para o PCA3 no sangue
periférico demonstra a necessidade de melhorar o diagnéstico talvez pela
modificagdo dos primers utilizados e pelo uso de técnicas mais sofisticadas, como
o Real Time PCR, o que poderia aumentar os niveis de detec¢do do PCAS.

Os dados de RT-PCR para o gene PCA3 PBL+PT+ foi indicativa de cancer
de préstata e de tumor com maior capacidade de apresentar recorréncia no pés
operatorio, devido a associagao positiva com um maior nivel de PSA sérico pre-
operatério. As andlises de PSA sérico evidenciando diferengas significativas para

o subgrupo PBL+PT+ para o PCA3 versus PBL-PT- e versus PBL-PT+, indicam
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que esses subgrupos provavelmente fazem parte de um mesmo grupo de
pacientes e que os subgrupos PBL+PT+ e PBL+PT- também fazem parte de uma
outra categoria de pacientes com CaP, sendo que essa apresenta maior potencial
maligno. Os casos PT- podem ter ocorrido devido a natureza multifocal do cancer
de préstata e provavelmente os niveis de expressdo do gene PCAS3 no tecido
analisado ndo foram detectados pela técnica. Assim, o estadiamento molecular
para o CaP foi feito categorizando os dados de expressdo em apenas dois
grupos, aqueles com doencga localizada (PBL-PT- ou PBL-PT+) e aqueles com
células circulantes (PBL+PT+ ou PBL+PT-). Essa combinacdo demonstrou
também resultados proximos de significancia entre maiores niveis de PSA sérico
e positividade do estadiamento molecular. Segundo Mitsiades et al. (2004)°
pacientes com Gleason> 7 ou PSA> 10 ng/mL apresentam alto risco para falha
bioguimica no pds-operatério, os quais devem ser tratados com terapia
neoadjuvante além da prostatectomia radical, para possivel prevencdao da
recorréncia da doenca.

No presente trabalho, a falha bioquimica dada pelo PSA sérico poés-
operatorio foi préxima de uma associagdo com TNM T3-T4 e Gleason > 0.7,
sugerindo que esses tumores apresentam maiores chances de recidiva da
doenca. A correlagdo obtida para o estadiamento molecular positivo (células
circulantes), PSA sérico pdés-operatério >0.2 e TNM T3-T4 demonstram que esses
pacientes apresentam uma chance aproximadamente 16 vezes maior em
apresentar recidiva da doenca, comparado aos pacientes com estadiamento
molecular negativo (doenca localizada), PSA sérico pds-operatério <0.2 e TNM
T1-T2, com uma acuracia de 82%.

Esses dados demonstram também a importancia da RT-PCR para o gene
PCA3 como método auxiliar na distingdo entre grupos de pacientes com cancer
de prostata localizado, em que a cirurgia radical pode ser uma terapia realmente
eficaz, daqueles com células circulantes, que provavelmente apresentarao falhas
bioquimicas e recidivas da doenga. A RT-PCR do gene PCA3 no sangue
periférico apresentou 32% de positividade indicando células circulantes com
potencial maligno. Em proporgéo, cerca de 25% - 50% dos pacientes com doenca
localizada apresentam recorréncia na primeira década apdés a cirurgia

radical.>”®%"" Devido & formacdo dos subgrupos necessarios para as analises
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estatisticas, um grupo maior de individuos devera ser considerado, além de um
melhor acompanhamento do paciente no pés-operatério, para verificar o real
papel das analises do PCA3 nas doencas recidivas e para obtengao de resultados
mais conclusivos.

Quanto as demais variaveis associadas com a presenga do gene PCAS,
aproximadamente 90% dos canceres estao associados com fatores ambientais e
10% com fatores hereditarios,'? assim a positividade da RT-PCR Nested em 6%
dos individuos jovens pode sugerir que esses sejam casos de CaP de carater
hereditario. A incidéncia do CaP aumenta com a idade mais do que varios outros

tipos de cancer,'®'*1°

0 que pode justificar a natureza carcinogénica dada pelo
aumento na frequéncia do PCA3 associada com o avangco da idade dos
pacientes.

As andlises de RT-PCR semi-quantitativa e Nested foram eficientes como
ferramenta molecular para avaliar a expressao do gene PCA3 e mostrou que esse
gene foi um bom biomarcador para distinguir pacientes com CaP daqueles com
HPB em ambos, tecido prostatico e sangue periférico, assim como demonstrou
que a analise no sangue do gene PCAS3 pode ser util, com o PSA sérico pos-
operatorio e estadiamento TNM, na distincdo de pacientes com chances de
apresentar recidiva da doenca. Andlises em um maior grupo de pacientes,
considerando pacientes submetidos a terapia hormonal deverdo ser realizadas
para definir o papel desse gene na resposta terapéutica. Esse e outros trabalhos
sobre o desenvolvimento do CaP apenas confirmam a natureza heterogénea
dessa doenca e reforca a idéia de que o gene PCAS esta associado com a

doenga maligna da préstata, assim como com a sua progressao.
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Short Communication

CAPITULO IV:
Caracterizacao de transcritos do gene PCA3, sua provavel acao
como miRNA e implicacoes no diagndstico do céancer de
préstata

* FORMATO DE SUBMISSAO PARA INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER



90

Abstract

Approximately 98% of all the products transcribed in the human genome correspond to
non coding RNAs (ncRNA). Many ncRNA functions are attributed to this structural
particularity given mainly for the secondary structures formed from its linear sequence of
bases. Among the ncRNA types are tRNA, rRNA, small nuclear RNA, small nucleolar
RNA, small interference RNA (siRNA), microRNA (miRNA) and catalytic RNAs
(ribozymes). The bioinformatics has supplied useful tools in the prediction of optimal or
suboptimal secondary structures allowing the design of interference RNA as miRNAs or
siRNAs. In human, miRNAs have been associated with the development of diverse
complex diseases as cancer. The PCA3 (DD3) gene was molecularly characterized as
cancer and prostate specific, and its transcripts are non-coding, once no peptide products
have been found. Due to its structural characteristics, the PCAS3 gene belongs thus to the
increasing family of ncRNA. In the present work, four new variant molecules of the PCA3
gene have been sequence characterized and their frequencies demonstrated in prostate
cancer and in benign prostatic hyperplasia patients, as well as in healthy individuals. We
have also investigated and predicted the putative secondary structures formed in order to
elucidate its role in prostate cancer biology. No association has been found between the
frequency of these molecules and prostate pathologies (PCa or BPH). On the other hand,
PCAS3 variants were found in 10% (12/115) of cases in the general population. Similar
analyses of the possible polypeptides of these molecules demonstrated that it remains as
a non-coding RNA, and introns presents in the first, second and fourth variants suggesting
a possible role as a miRNA with intracellular activity to these molecules to the PCA3 gene.
In prostatic tissues, 100% of the prostate cancer cases presented the RNA molecule with
an exon 2 splicing. However, further investigation must be carried out to demonstrate the
true role of these splicing variants in prostate tumors and in other pathologies, once these
molecules have been preferentially found in the peripheral blood.

Key words: PCA3/DD3, RT-PCR, gene expression, peripheral blood, RNA folding,

prostate cancer, benign hyperplasia.
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Resumo

Aproximadamente 98% de todos os produtos transcritos do genoma humano
correspondem a RNAs nao codificantes (RNAnc). Muitas funcdes dos RNAnc sao
atribuidas a suas particularidades estruturais dadas principalmente pelas estruturas
secundarias formadas a partir da sua sequéncia linear de bases. Dentre os tipos de
RNAnNc estdo os RNAt, RNAr, small nuclear RNA, small nucleolar RNA, small interference
RNA (siRNA), microRNA (miRNA) e RNAs cataliticos (ribozimas). A bioinformatica tem
fornecido ferramentas Uteis na predicdo de estruturas secundarias 6timas ou subétimas
permitindo o design de RNAs de interferéncia como os miRNAs ou siRNAs. Em humanos,
os miRNAs tem sido associados ao desenvolvimento de diversas doengas complexas
como o cancer. O gene PCA3 (DD3) foi molecularmente caracterizado como cancer- e
préstata- especifico e os seus RNAs sdo 0s responsaveis por essa caracteristica, isso
porque nenhum produto protéico tem sido encontrado para esse gene. Devido as suas
caracteristicas estruturais, o gene PCAS3, pertence assim a crescente familia de RNAnc.
No presente trabalho foi analisado as freqiiéncias de quatro moléculas variantes do gene
PCA3, além das anteriormente reportadas, como também foram preditas as suas
estruturas secundarias na tentativa de elucidar o seu papel na biologia do cancer de
préostata. Nenhuma associagao foi encontrada entre a freqiiéncia dessas moléculas e as
patologias da préstata como hiperplasia benigna ou cancer, sendo que na populagéao
geral analisada essas variantes foram encontradas em apenas 10% (12/115) dos casos.
As analises de homologia de possiveis polipeptideos para essas moléculas demonstram
que permanece o papel de RNA nao-codificante para o gene PCAS. Ainda, a presenca de
introns nas variantes 1, 2 e 4 podem sugerir um papel intracelular de miRNA para essas
moléculas do gene PCAS3. Nos tecidos prostaticos, 100% dos casos de cancer foi
representando pela molécula com splicing do exon 2. Contudo, para as variantes de
splicing, novas pesquisas deverao ser realizadas incluindo outras patologias além das
doencas prostaticas e outros tipos tumorais para verificar o real impacto dessas
moléculas, uma vez que foram encontradas preferencialmente no sangue periférico.

Palavras-chave: PCA3/DD3, RT-PCR, expressao génica, sangue periférico, RNA folding,
cancer de prostata, hiperplasia benigna.
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Introducéao

O gene PCAB3, localizado no cromossomo 9g21-22, foi molecularmente
caracterizado como especifico de préstata e altamente expresso em quase todos
os espécimes de tumor prostatico, incluindo doenca metastatica.' Nenhuma
expressao ou apenas baixos niveis de PCA3 foram encontrados em préstata
normal ou em tecidos com hiperplasia benigna (HPB)."* O gene PCA3 parece ser
um membro da classe crescente de RNAs nao-codificantes (RNANc), pois estudos
de transcricdo e traducado in vitro ndo tem encontrado evidéncia de que uma
proteina seja produzida por esse gene.’

Aproximadamente 98% de todos os produtos transcritos em humanos
corresponde a RNAnc.” Embora as proteinas sejam efetoras fundamentais da
funcao celular, a base da complexidade e variacao fenotipica pode primariamente
ser devido a um sistema paralelo de informagao necesséria para a coordenacgao e
modulacdo da expressao génica, via remodelagem da cromatina e interacoes
RNA-DNA, RNA-RNA e RNA-proteina.>® Muitas funcdes dos RNAnc sdo
atribuidas a suas particularidades estruturais (chamadas de motivos) e dentre
esses tipos de RNAs estdo os RNAt (transportadores), RNAr (ribossomais),
snRNA (small nuclear), snoRNA (small nucleolar RNA), siRNA (small interference
RNA), miRNA (micro RNA) e RNAs cataliticos (ribozimas).”

Os RNAs de interferéncia (siRNA e miRNA) tém sido associados ao
fendbmeno de silenciamento génico péds-transcricional (PTGS), por gerar
moléculas efetoras especificas a uma determinada seqiiéncia.’® Os siRNAs
geralmente sdo provenientes de origem exdgena (virus ou artificial) e apresenta
um completo pareamento com o RNAm alvo frequentemente em apenas um sitio,
enquanto os miRNAs séo formados de um gene proprio a partir de exon, intron ou
de regibdes intergénicas, e apresentam um pareamento incompleto podendo ser
complementar a multiplos sitios de um alvo, regulando sua expressao em nivel

transcricional.>%1

A caracterizagcdo bioquimica demonstra que os siRNAs
apresentam 21-23 nucleotideos (nts) de dsRNA (RNA dupla fita) com simetria
interna apo6s 2-3 nts na extremidade 3’ e 5. No citoplasma, longas moléculas de
dsRNA sao reconhecidas por uma enzima da familia RNase Ill, conhecida como

Dicer, produzindo os siRNAs. Esses siRNAs sao incorporados em um complexo
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multi-protéico (RISC) induzindo o silenciamento do RNA alvo. Um dominio
helicase, dois dominios RNase |l e um dominio de ligacdo a dsRNA estao entre
os dominios da proteina Dicer. O duplex siRNA é rompido sendo que uma das
fitas é guiada pelo RISC a seu alvo homélogo para clivagem endonucleolitica. Os
siRNAs ndo tem sido encontrado em mamiferos, contudo a molécula relacionada,
miRNA tem sido clonado em varios organismos e tipos celulares.'® Para formagao
dos miRNA, os dsRNA (pré-miRNA) sdo processados em precursores menores
com cerca de 70 nts (pré-miRNA) no nucleo celular por uma enzima chamada
Drosha. Essa enzima também é uma RNase Ill, contudo cliva dsRNAs
apresentando uma estrutura com Jloops e com pareamentos imperfeitos. A
molécula pré-miRNA é exportada para o citoplasma, sendo reconhecida pela
Dicer e subsequentemente clivada formando os miRNAs (21-25 nts), sendo o
processo subseqiiente semelhante aquele descrito para os siRNAs.>'%"

Uma caracteristica comum dos RNAnc é que sua homologia é fracamente
definida pela similaridade de sequéncia mas pela similaridade estrutural. As
ferramentas fornecidas pela bioinformatica permitem a predicdo do minimo de
energia livre, estruturas 6timas ou subdtimas, cineticamente favoraveis e as
probabilidades de pareamento de bases para a sequéncia linear de um dado
RNA.2%'2 0 Sfold é um programa de bioinformatica que, a partir de uma molécula
de RNA, fornece as suas possiveis estruturas secundarias, assim como permite o
design de RNAs de interferéncia e de sitios de ribozima.?

O propdsito do presente trabalho foi avaliar a expresséo das variantes
encontradas para o gene PCA3 em tecidos prostaticos e sangue periférico de
pacientes com HPB, CaP e em voluntarios saudaveis por RT-PCR afim de
verificar a freqiéncia desses transcritos entre os diferentes grupos e analisar as
estruturas secundarias dos RNAm do gene PCAS3 (completo e com splicing), na
tentativa de elucidar o seu papel na biologia do cancer de préstata.
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Materiais e Métodos
Pacientes analisados

Além dos produtos amplificados para obtencéo especifica da banda de 277
pb dos transcritos do gene PCAS, foram obtidas, no sangue periférico, outras 4
bandas com peso molecular diferenciado. Para verificar as freqiéncias dessas
bandas foram analisadas 31 amostras de tecido prostatico e 115 de sangue
periférico. Dos tecidos prostaticos, 17 foram de HPB e 14 de CaP. No sangue
periférico, 43 foram de voluntarios saudaveis, 32 de pacientes com HPB (22
submetidos a RTU e 10 a bidpsias prostaticas) e 40 de pacientes com CaP. A
idade média para os grupos analisados foi de 24 (variando de 13 a 30), 69
(variando de 51 a 78) e de 66 (variando de 50 a 87) para os voluntarios

saudaveis, grupos HPB e CaP, respectivamente.
Extracao do RNA total

O RNA total foi extraido em duplicata das amostras de sangue periférico de
pacientes com HPB, CaP e controle saudavel, usando os procedimentos descritos
por Chomczynski and Sacchi (1987)"® com modificacdes e no tecido de pacientes
com CaP e HPB, utilizando o Trizol Reagent (Invitrogen) e seguindo as
recomendacdes do fabricante.

A qualidade do RNA total foi analisada por eletroforese em gel de agarose
e por leituras espectofotométricas a 260 e 280 nm. A eletroforese foi feita em gel
de agarose 1,5 %, por 1 hora a 100 volts, utilizando-se como tampéao de corrida
TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,3 e 1 mM EDTA) 0,5 X, corado com 0,5 yg/ml de
brometo de etidio e visualizado por luz ultravioleta (sistema de video
documentacao ImageSystem — VDS, Pharmacia Biosciences).



95

Transcricao Reversa, sintese de cDNA e qualificacao da reacao

Um e dois microgramas de RNA total de tecido prostatico e do sangue
periférico foram transcritos reversamente a 37°C por 1 hora em 20 ul de solugcao
contendo 10 U de inibidor de RNase (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham
Biosciences), 1X de Tampéao da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 uM de
dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 pmoles de oligonucleotideos
hexameros como primers randdmicos. Reag¢bes controle foram realizadas para a
verificacdo de possiveis contaminantes exdégenos. Os produtos de transcricdo do
gene constitutivo B2M (beta 2-microglobulina) foram usados como controles da
transcricdo reversa e da integridade do RNA.

Para amplificagdo dos transcritos do gene B2M, dois microlitros de cDNA
foram misturados aos reagentes da PCR contendo: 1.0 U de Taqg Platinum DNA
Polimerase (Invitrogen), 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM MgCl,, 200
uM dNTPs, 5.0 pmoles de cada primer B2M, completado para um volume final de
20 pl. Os primers utilizados foram os descritos por Bussemakers et al. 1999.' As
condi¢oes de reacao foram: 95°C por 5 min, 35 ciclos a 94°C por 40 s, 59°C por

40 s, 72°C por 50 s, seguido de uma extensao final a 72°C por 10 min.
PCR para a analise dos transcritos do gene PCA3

A primeira reacéo (PCR externa) foi realizada com 3 ul de cDNA em 20 pl
de uma mistura de reacao contendo: 1.0 U de Taq Platinum DNA Polimerase
(Invitrogen), 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs,
10.0 pmoles de cada primer especifico para o PCAS3. As condi¢cdes de reacao
foram: 95°C por 3 min, 30 ciclos a 94°C por 30 s, 59°C por 30 s, 72°C por 40 s,
seguido de uma extenséo final a 72°C por 10 min. Essa reagao foi utilizada para a
analise dos transcritos do gene PCA3 no tecido diretamente e no sangue
periférico foi realizada uma segunda reagao.

A segunda reacao (PCR Nested) foi feita contendo os mesmos reagentes,
nas mesmas concentracdes. Contudo, foram utilizados 5ul do produto da PCR

externa, e adicionou-se 1.5 X PCR Enhancer System (Invitrogen). O programa
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para a amplificacao foi: 95°C por 3 min, 35 ciclos a 94°C por 30 s, 62°C por 30 s,
72°C por 40 s, seguido de uma extensao final a 72°C por 5 min.

As sequéncias dos primers externos utilizados foram as descritas por
Bussemakers et al. (1999)," e as dos primers internos e os locais de anelamento
foram as seguintes: senso, 5-CCGAGGGAGACCAGGAAGAT-3’, exon 1; reverso,
5-ATCGATGACCCAAGATGGCG-3', exon 4.

Sequenciamento dos produtos transcricionais do gene PCA3

Todos os fragmentos amplificados, incluindo a banda controle de 277 pb,
foram purificados do gel de agarose e ligados ao plasmideo do kit Topo TA
Cloning (Invitrogen) e transformados em bactéria quimio-competente Top 10,
seguindo-se as recomendacodes do fabricante.

Ap6s o processo de transformacdo, as bactérias foram plaqueadas em
meio LB sélido contendo 100 ug/mL de ampicilina e 200 ug/mL de IPTG/XGal e
incubadas por 15 horas a 37°C para selecao dos clones transformados. Trés
clones transformados de cada produto amplificado foram crescidos em 5 mL de
meio liquido LB por 15 horas a 37°C sob agitacdo (250 rpm). Os plasmideos
foram extraidos de acordo com Sambrook et al. (1989). Ap6s a extracdo, as
amostras de cada produto amplificado foram submetidas ao sequenciamento
automatizado utilizando o kit DYEnamic ET (Amersham Bioscience), contendo o
primer controle universal (5-GTTTTCCAGTCACGACGTTGTA-3') em aparelho
MegaBace™1000 (Amersham Bioscience).

Bioinformatica

A sequéncias obtidas foram analisadas contra o banco de dados de
nucleotideos GenBank (Blast — www.ncbi.nim.nih.gov). A verificagdo da

homologia das seqUéncias encontradas contra a sequéncia conhecida do RNAm
do gene PCA3 (acesso No. AF103907 para a sequiéncia completa e AY894120
para o splicing do exon 2) foi feita pelo programa Lasergene (DNAStar ®, clustal

V). As ftraducbes das seqUéncias foram realizadas pelo programa Expasy
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(www.expasy.org) na procura de possiveis ORFs (open reading frame) para as

moléculas de RNAs com splicing do gene PCAS.

As seqgliéncias nucleotidicas das moléculas do RNAm completo (exons 1,
2, 3 e 4); do RNAmM com os exons 1, 3 e 4 (splicing do exon 2) e das 4 variantes
encontradas para o gene PCA3 foram submetidas ao programa de predigdo de
estrutura secundéria Sfold (http:/sfold.wadsworth.org/). Os histogramas bi-

dimensionais (2Dhist) foram gerados para se verificar a probabilidade estatistica
de ocorréncia do folding da sequéncia linear do RNAm. Foram considerados
significativos os valores de P < 0,05.

Resultados

Homologia dos produtos de RT-PCR variantes

Os dados de alinhamento no Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov) mostraram que

todas as seqliéncias encontradas a partir da amplificacdo de RNA total foram
provenientes do gene PCA3. Na Figura 1 estdo as bandas que representam as
amplificacées de 377, 322, 142 e 88 pb que representam os splicing variantes |
(SV1), Il (SV2), lll (SV3) e IV (SV4) do gene PCA3, respectivamente. Na Figura 2
esta representado o gene completo do PCA3 em que foram esquematizados os

seus produtos génicos e respectivos sitios doadores e aceptores de splicing.

B2M SV1 SV1 SV2 SE2 SV3 SV4

Figura 1: Representacdo das variantes de RNA do
gene PCA3. B2M — Beta 2-microglobulina (536 pb),
SV1 — splicing variante 1 (377pb), SV2 - splicing
variante 2 (322pb), SE2 — splicing do exon 2 (277pb),
SV3 - splicing variante 3 (142 pb), SV4 - splicing
variante 4 (88 pb). M — marcador de 100pb.
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Ezon 1 Exon.2 Exon 3
Exon 4
120 bases 165 bases 183 bases
3455 bases

Regifo

Intron 1 Intron ? Intron 3

460 bases \ 18112 bases 873 bases 227 bases
| J v l r|

Juncbes Exon (E) e Intron (i) e Dinucleotideo Doador e Aceptor de Splicing do yene PCA3
Acesso: ALISH314.14 (wwwr.ncbi.nlm.nib.gov)

DHA: RNA Splicing Variante 1:
E1-11 (AG-GT) N-E2 (AG-GA) EZ-I2 (GG-GT) E1-11 (AG-GT) I1-13 (CT-TT) I3-E4 (AG-AT)
[2-E3 (AG-GT) E3-13 (AG-GT) I13-E4 (AG-AT) 11 & 13 parciais (M=107520-107795, |3= 127072-127075)
RNA Splicing Variante 2:
RMHA: E1-13 (AG-GT) 13-E4 (AG-AT)
E1-E2 (AG-GA) EZ-E3 (GG-GT) E3-E4 (AG-AT) RNA Splicing Variante 3:
E1-E3 (AG-CC) E3-E4 (AG-AT) E3 parcial (126804-126851)
RNA Splicing do Exon 2: RNA Splicing Variante 4:
E1-E3 (AG-GT) E3-E4 (AG-AT) E1-11 {AG-GT) 1-E4 (GT-GA)
11=107520-107521 E4=127088 (inicio= 127080)

Figura 2: Representacdo do gene PCA3 e moléculas de RNA variantes. As moléculas variantes
1, 3 e 4 apresentam os introns 1, 3 e exons 3 e 4 apenas parcialmente, enquanto a variante 2
apresenta o intron 3 completo ao invés do exon 3. Os nimeros de acessos desses seqliéncias
no GenBank (www.ncbi.nIm.nih.gov) estao descritos na Tabela 3.

Dos tecidos prostéaticos analisados, a molécula SE2 foi presente em 6/14
(43%) dos casos de CaP e em nenhum caso de HPB e, ndo foram encontradas
nenhuma das 4 moléculas variantes.

Na Tabela 1 estdo descritas as freqiéncias no sangue periférico.
Observou-se que as frequéncias das variantes sdo raras, apresentando na
populacéo geral analisada uma freqténcia de 3%, 4%, 3% e 2%, para SV1, SV2,
SV3 e SV4, respectivamente. A presenca de SV2 (1/40) e SV4 (1/40) no CaP nao
ocorreu juntamente com nenhum dos 17 casos de positividade para a SE2. Nos
pacientes com HPB, a SV1 (2/10) foi presente em 2 dos 4 casos positivos para a
SE2, em que o laudo clinico foi dado pela analise de bidpsias e nédo de
fragmentos de RTU. Nos casos de HPB com laudo dado pela andlise patolégica
de fragmentos de RTU, a SV1 (1/22) e a SV2 (2/22) nao ocorreu juntamente com
a SE2 (1/22). Nos voluntarios saudaveis, as SV3 (3/43) foram presentes
juntamente com a SE2, mas a SV2 (1/43) e a SV4 (1/43) ocorreram de forma

independente. Nenhuma associacao foi encontrada entre os grupos de pacientes
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analisados e a presenca especifica das variantes do gene PCA3. As analises de

possiveis sequéncias protéicas (www.expasy.orq) seguidas de Blastp

(www.ncbi.nlm.nih.gov) ndo demonstraram homologia completa com nenhuma

proteina (Tabela 2).

Tabela 1: Frequéncia dos splicing variantes do gene PCAS3 no sangue periférico.

Grupos
RNAs Analisados

do gene PCA3 CaP HPB (Bidpsia) HPB (RTU) Voluntarios
No. (%) No. (%) No. (%) Saudaveis

No. (%)

SE2 17/40 (42) 4/10 (40) 1/22 (4) 4/43 (9)

SV1 0/40 (0) 2/10 (20) 1/22 (4) 0/43 (0)

Sv2 1/40 (2) 0/10 (0) 2/22 (9) 1/43 (2)

SV3 0/40 (0) 0/10 (0) 0/22 (0) 3/43 (7)

Sv4 1/40 (2) 0/10 (0) 0/22 (0) 1/43 (2)

SE2: splicing do exon 2, SV1: splicing variante 1, SV2: splicing variante 2, SV3: splicing variante 3, SV4: splicing variante 4.

Tabela 2: Possiveis polipeptideos encontrados para as moléculas splicing
variantes do gene PCAS.

Molécula de Sentido  Inicio da
RNA do PCA3 Tradugéao de leitura  leitura
SE2, SV1 MLCASKYNPGKILRCFPACSQIPWA 3-5' Exon 4

RTLLRKNSQLHIRQQHEGSLNKMSN
VILQCRKVTVQIWELNIKNECGWIYG
ECWAQKEP Stop

SV2, sv4 MIMLCASKYNPGKILRCFPACSQIPW 3-5 Exon 4
ARTLLRKNSQLHIRQQHEGSLNKMS
NVILQCRKVTVQIWELNIKNECGWIY
GECWAQKEP Stop

SV3 MIQSPFKYPHTGSTKGSTEIPWE 5-3 Exon 1

KC
PAAILGHRWVIDEPRPVPGPACEGR
TLENELMCSLKDGQENRSCCGYLFE
RDYRFEMKSQSEHYAQ Stop

SE2: splicing do exon 2, SV1: splicing variante 1, SV2: splicing variante 2, SV3: splicing variante 3, SV4: splicing variante 4.
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Estruturas secundarias das moléculas de RNA variantes do gene PCA3

As probabilidades de formagédo de estruturas secundarias das moléculas
de RNA completa, com splicing do exon 2 (SE2), SV1, SV2, SV3 e SV4 foram
descritas na Tabela 3. As moléculas de RNA completa e SV4 do gene PCAS3, nao
apresentaram estruturas secundarias significativas (P > 0.05). Para as moléculas
SE2, SV1, SV2 e SV3 foram obtidas 1, 5, 2 e 1 estruturas secundéarias com P <
0.05, respectivamente. Nas Figuras 3A, 3B, 3C e 3D estdo os graficos de
clusterizagao (2Dhist), centrdides e estruturas secundarias para as moléculas com
SE2, SV1, SV2 e SV3, respectivamente. A partir do folding das moléculas de RNA
do gene PCA3 foram encontradas 83 sequéncias possiveis de RNAs de
interferéncia (Tabela 4). As sequéncias ID No 63, 64, 67, 70, 71 e 72 (6/83, 7%)
ocorreram somente na molécula SE2; as seqtiéncias ID No 73, 75 e 76 (3/83, 4%)
somente na SV1; as sequéncias ID No 77, 78 e 82 (3/83, 4%) somente na SV2,;
as sequéncias ID No 1 e 83 (2/83, 2%) ocorreram na molécula de RNA completa
e na SV3, respectivamente. Duplas combinagdes foram mais freqlientes para SE2
e SV2 (4/83, 5%). Os mesmos oligonucleotideos foram compartilhados por todas
as moléculas em 32/83 (39%) das seqléncias e por cinco das seis moléculas em
18/83 (22%) das seqUéncias. Além disso, o programa foi capaz de predizer
possiveis sitios para atuacdo dessas moléculas como RNAs cataliticos ou

ribozimas (dados ndo mostrados).
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Tabela 3: Resultado do clustering para os RNAs do gene PCAS.

Moléculas do No. Acesso Tamanho Numero Probalidades
gene PCA3 no GenBank esperado da de dos Clusters
Seqtiéncia (pb) Clusters

Sequéncia AF103907 3923 2 0.871,0.129
Completa do RNA

SE2 AY894120 3735 3 0.724, 0.272, 0.004

SV1 DQ374659 3858 10 0.655, 0.093, 0.084,

0.083, 0.057, 0.016,
0.009, 0.001, 0.001,

0.001
SVv2 DQ374660 3803 4 0.693, 0.234, 0.072,
0.001
SV3 DQ374661 3633 3 0.736, 0.229, 0.035
Sv4 DQ374662 3580 2 0.767, 0.233

SE2: splicing do exon 2, SV1: splicing variante 1, SV2: splicing variante 2, SV3: splicing variante 3, SV4: splicing variante 4.
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Figura 3: Representagao grafica para as estruturas secundarias das moléculas de RNA variantes
do gene PCAS3 geradas pelo programa Sfold. Em A, B, C e D os graficos 2Dhist e centréides estao
representado a probabilidade de pareamento entre a sequéncia linear de base de cada molécula e
a estrutura secundéria para SE2, SV1, SV2 e SV3, respectivamente. A SV1 foi representada pelo
cluster 10 e a SV2 pelo cluster 4 (http://sfold.wadsworth.org/).




Tabela 4: Sequéncias dos RNAs de interferéncia do gene PCA3 gerados pelo

programa Sfold (http://sfold.wadsworth.org/).

Seq. ID Seqiiéncias de siRNA Senso, Posicao Entrada Moléculas
No. Anti-Senso e Dinucleotideos no
Leader Genoma

1 AAGAAAGGCUGCUGACUUUTT 126678- AL359314.14 RNAC
AAAGUCAGCAGCCUUUCUUTT 126696
AU

2 UGUGCGUUCAUAACCAAAUTT 127427- AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
AUUUGGUUAUGAACGCACATT 127445 Sv2, SV3, Sv4
AC

3 GUGCGUUCAUAACCAAAUCTT 127428-  AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
GAUUUGGUUAUGAACGCACTT 127446 SV2, SV3, Sv4
CuU

4 UGCGUUCAUAACCAAAUCATT 127429-  AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
UGAUUUGGUUAUGAACGCATT 127449 Sv2, SV3, Sv4
uG

5 GCGUUCAUAACCAAAUCAUTT 127430- AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
AUGAUUUGGUUAUGAACGCTT 127450 SV2, SV3, Sv4
GU

6 CGUUCAUAACCAAAUCAUUTT 127431-  AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
AAUGAUUUGGUUAUGAACGTT 127450 Sv2, SV3, Sv4
uG

7 UGUGACCUUUCUACACUGUTT  127573- AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
ACAGUGUAGAAAGGUCACATT 127591 SV2, SV3, Sv4
AC

8 GUGACCUUUCUACACUGUATT 127574-  AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
UACAGUGUAGAAAGGUCACTT 127592 Sv2, SV3, Sv4
CuU

9 UGACCUUUCUACACUGUAGTT 127575- AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
CUACAGUGUAGAAAGGUCATT 127593 SV2, SV3, Sv4
uG

10 ACAUCAUCCUCAGUGUCUUTT 127778-  AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
AAGACACUGAGGAUGAUGUTT 127797 SV2, SV3, Sv4
CA

11 CUCAGUGUCUUUGCCCAUATT  127786- AL359314.14 RNAC, SE2, SV1,
UAUGGGCAAAGACACUGAGTT 127804 Sv2, SV3, Sv4
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

ucC
UCAGUGUCUUUGCCCAUACTT
GUAUGGGCAAAGACACUGATT
CC
CAGUGUCUUUGCCCAUACUTT
AGUAUGGGCAAAGACACUGTT
Ccu
GUGUCUUUGCCCAUACUGATT
UCAGUAUGGGCAAAGACACTT
CA
UGUCUUUGCCCAUACUGAATT
UUCAGUAUGGGCAAAGACATT
AG
UGCCCAUACUGAAAUUCAUTT
AUGAAUUUCAGUAUGGGCATT
uu
CCCAUUCUCAAGACCUCAATT
UUGAGGUCUUGAGAAUGGGTT
uG
CCAUUCUCAAGACCUCAAATT
UUUGAGGUCUUGAGAAUGGTT
GC
AAGAUGACUAAGUCCUUUATT
UAAAGGACUUAGUCAUCUUTT
CA
AGAUGACUAAGUCCUUUAUTT
AUAAAGGACUUAGUCAUCUTT
AA
UCCCAUACCACCUAAACAATT
UUGUUUAGGUGGUAUGGGATT
CC
CAUCACAUGAGACAGCAAATT
UUUGCUGUCUCAUGUGAUGTT
AU
AUCACAUGAGACAGCAAAUTT
AUUUGCUGUCUCAUGUGAUTT
ucC
UCACAUGAGACAGCAAAUATT
UAUUUGCUGUCUCAUGUGATT

127787-
127806

127788-
127806

127790-
127808

127791-
127809

127797-
127817

127830-
127848

127831-
127849

127957-
127976

127958-
127976

3000-
3018

128270-
128289

128271-
128289

128272-
128290

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AF103908.1

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14
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ANAC, SE2, SV1,
Sv2, SV3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
Sv2, SV3, Sv4

ANAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
Sv2, SV3, Sv4

ANAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
SV2, SV3, Sv4

RANAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

ANAC, SE2, SV1,
SV2, SV3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
SV2, SVv3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
SV2, SVv3, Sv4

RANAC, SE2, SV1,
SV2, SV3, Sv4
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

CA
ACAUGAGACAGCAAAUACUTT
AGUAUUUGCUGUCUCAUGUTT
ucC
CUUCAUUUCUCUAUCUCUATT
UAGAGAUAGAGAAAUGAAGTT
UA
UUCUCUAUCUCUAUCACAATT
UUGUGAUAGAGAUAGAGAATT
AU
UCUCUAUCUCUAUCACAAUTT
AUUGUGAUAGAGAUAGAGATT
uu
CUCUAUCUCUAUCACAAUATT
UAUUGUGAUAGAGAUAGAGTT
uu
CUAUCUCUAUCACAAUAUCTT
GAUAUUGUGAUAGAGAUAGTT
CuU
UCUCUAUCACAAUAUCCAATT
UUGGAUAUUGUGAUAGAGATT
UA
CUAUCACAAUAUCCAACAATT
UUGUUGGAUAUUGUGAUAGTT
CuU
UCACAAUAUCCAACAAGCUTT
AGCUUGUUGGAUAUUGUGATT
UA
UCUCUCUCUUGACCCAUUATT
UAAUGGGUCAAGAGAGAGATT
CC
CUCUCUCUUGACCCAUUAUTT
AUAAUGGGUCAAGAGAGAGTT
Cu
UCUCUCUUGACCCAUUAUUTT
AAUAAUGGGUCAAGAGAGATT
ucC
CUCUCUUGACCCAUUAUUUTT
AAAUAAUGGGUCAAGAGAGTT

128274-
128292

128430-
128449

128436-
128455

128437-
128455

128438-
128457

128440-
128458

128443-
128461

128446-
128464

128449-
128469
3646-
3666

3647-
3667

3648-
3667

3649-
3667

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AL359314.14

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

106

ANAC, SE2, SV1,
Sv2, SV3, Sv4

SV1, RNAC, SV2,
SV3, Sv4

RNAC, Sv2, SV3,
Sv4

RNAC, Svz, SV3,
Sv4

RNAC, Sv2, SV3,
Sv4

RANAC, Svz, SV3,
Sv4

RNAC, Sv2, SV3,
Sv4

ANAC, Svz, SV3,
Sv4

RNAC, Sv2, SV3,
Sv4

RNAC, SE2, SV2,
SV3, Sv4

RNAC, SE2, SVe,
SV3, Sv4

RNAC, SE2, SVe,
SV3, Sv4

RNAC, SE2, SV2,
SV3, Sv4



38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

CuU
UGACCCAUUAUUUCAGACUTT
AGUCUGAAAUAAUGGGUCATT
CuU
GACCCAUUAUUUCAGACUUTT
AAGUCUGAAAUAAUGGGUCTT
uu
ACCCAUUAUUUCAGACUUATT
UAAGUCUGAAAUAAUGGGUTT
uG
CCCAUUAUUUCAGACUUAATT
UUAAGUCUGAAAUAAUGGGTT
GA
CCACCAUAUCUCAUUAUUCTT
GAAUAAUGAGAUAUGGUGGTT
CA
CUGAACUUCUGUCCCUCUUTT
AAGAGGGACAGAAGUUCAGTT
CuU
UGAACUUCUGUCCCUCUUUTT
AAAGAGGGACAGAAGUUCATT
uc
GAACUUCUGUCCCUCUUUGTT
CAAAGAGGGACAGAAGUUCTT
CuU
AGGAGAGAAUAUAAGAACUTT
AGUUCUUAUAUUCUCUCCUTT
AU
AGGAACCAAGAUACAAAGATT
UCUUUGUAUCUUGGUUCCUTT
AA
GGAACCAAGAUACAAAGAATT
UUCUUUGUAUCUUGGUUCCTT
AA
GAACCAAGAUACAAAGAACTT
GUUCUUUGUAUCUUGGUUCTT
AG
CCAACACAUCGCUUACCAATT
UUGGUAAGCGAUGUGUUGGTT

3655-
3674

3656-
3674

3657-
3675

3658-
3676

3724-
3743

4072-
4091

4073-
4091

4074-
4093

4142-
4160

4222-
4240

4223-
4241

4224-
4243

4441-
4460

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1
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RNAC, SE2, SV2,
SV3, Sv4

RNAC, SE2, SV2,
SV3, Sv4

RNAC, SE2, SV2,
SV3, Sv4

RNAC, SE2, SV2,
SV3, Sv4

RNAC, Sv2, SV3,
Sv4

RANAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
Sv2, SV3, Sv4

ANAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

ANAC, SE2, SV1,
SV2, SV3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

RNAC, SE2, SV1,
SV2, Sv3, Sv4

RNAC, SE2, SV2,
SV3, Sv4
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52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

CuU
CAACACAUCGCUUACCAAUTT
AUUGGUAAGCGAUGUGUUGTT
ucC
CCACUAACCUGAAUGCCUATT
UAGGCAUUCAGGUUAGUGGTT
CA
CUGAAUGCCUAGACCCUUATT
UAAGGGUCUAGGCAUUCAGTT
AC
UCUCCCUAUAUUACUGAUUTT
AAUCAGUAAUAUAGGGAGATT
CC
CUGUCCUUGUAAAUUACUUTT
AAGUAAUUUACAAGGACAGTT
AU
CCACUAUGGCACACGUAUATT
UAUACGUGUGCCAUAGUGGTT
AA
GCACACGUAUACCUGUGUATT
UACACAGGUAUACGUGUGCTT
uG
CACACGUAUACCUGUGUAATT
UUACACAGGUAUACGUGUGTT
GG
CACGUAUACCUGUGUAACATT
UGUUACACAGGUAUACGUGTT
CA
ACGUAUACCUGUGUAACAATT
UUGUUACACAGGUAUACGUTT
AC
CGUAUACCUGUGUAACAAATT
UUUGUUACACAGGUAUACGTT
CA
CCUGGCAAUAAAGAAUUUATT
UAAAUUCUUUAUUGCCAGGTT
CuU
UGAUGUAUCACCACCAUAUTT
AUAUGGUGGUGAUACAUCATT

4442-
4460

4535-
4553

4543-
4563

4687-
4705

5022-
5042

5348-
5366

5356-
5374

5357-
5375

5359-
5377

5360-
5378

5379-
5360

3547-
3565

3714-

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1
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RNAC, SE2, SV2,
SV3, Sv4

SV1, RNAC, SV2,
SV3, Sv4

RNAC, SV3, Sv4

SV1, RNAC, SV3,

Sv4

RNAC, SE2, SV1,
Sv2, SV3, Sv4

SV1, RNAC, SV2,
SV3, Sv4

SV1, RNAC, Sve,
SV3, Sv4

SV1, RNAC, SV2,
SV3, Sv4

SV1, RNAC, Sve,
SV3, Sv4

SV1, RNAC, SV2,
SV3, Sv4

SV1, RNAC, Sve,
SV3, Sv4

SV1i, SE2

SE2



64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

AA
ACCACAAUAUGCAUAAAUCTT
GAUUUAUGCAUAUUGUGGUTT
CA
CCACAAUAUGCAUAAAUCUTT
AGAUUUAUGCAUAUUGUGGTT
AA
UUGGCAUACUAUAUCAACUTT
AGUUGAUAUAGUAUGCCAATT
uc
UGGCAUACUAUAUCAACUUTT
AAGUUGAUAUAGUAUGCCATT
Cu
GGCAUACUAUAUCAACUUUTT
AAAGUUGAUAUAGUAUGCCTT
uu
UAACAAACCUACACAUUCUTT
AGAAUGUGUAGGUUUGUUATT
uG
CUGCACAUGUAUCCCAGAATT
UUCUGGGAUACAUGUGCAGTT
uu
CAUGUAUCCCAGAACGUAATT
UUACGUUCUGGGAUACAUGTT
CA
UCCCAGAACGUAAAGUAAATT
UUUACUUUACGUUCUGGGATT
UA
GCUACACACUGCUUGACAUTT
AUGUCAAGCAGUGUGUAGCTT
CA
CUCCUCUUGACACAUAUUATT
UAAUAUGUGUCAAGAGGAGTT
CuU
GCUUACCAAUCCUCUCUCUTT
AGAGAGAGGAUUGGUAAGCTT
uc
CCAACUCAUUAUCUUCUCUTT
AGAGAAGAUAAUGAGUUGGTT

3732
3819-
3838

3820-
3838

5055-
5075

5056-
5075

5057-
5075

5372-
5391

5390-
5408

5395-
5413

5401-
5419

3853-
3871

4385-
4403

4451-
4469

4648-
4668

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

AF103908.1

109

SE2

SE2

SE2, SVv2

SE2, SVv2

SE2, SVv2

SE2, SVv2

SE2

SE2

SE2

Svi

SV1, Sv2, SV3, Sv4

Sv1

Svi
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AU

77 GGCCUUAAGUUCCUCUACUTT  126898- AL359314.14 SV2
AGUAGAGGAACUUAAGGCCTT 126916
AU

78 CCUCCAUAUUUGUCCUCCATT 127052-  AL359314.14 SV2
UGGAGGACAAAUAUGGAGGTT 127070
uc

79 UCACUUAUCUCAACUUUGATT 3461- AF103908.1 Sv2, SV3, Sv4
UCAAAGUUGAGAUAAGUGATT 3479
GG

80 ACCACCAUAUCUCAUUAUUTT 37283- AF103908.1 SV2, Sv4
AAUAAUGAGAUAUGGUGGUTT 3741
uc

81 CACCAUAUCUCAUUAUUCUTT 3725- AF103908.1 Sv2, Sv4
AGAAUAAUGAGAUAUGGUGTT 3743
AC

82 UGCAUGCAAGACUGCUGAATT  4772- AF103908.1 Sve
UUCAGCAGUCUUGCAUGCATT 4790
CA

83 GGUCACUUAUCUCAACUUUTT 3459- AF103908.1 SV3
AAAGUUGAGAUAAGUGACCTT 3477
Cu

RNAC: Sequéncia de RNA Completa, SE2: Sequéncia de RNA com Splicing do exon 2, SV1: Seqiéncia de RNA Splicing
Variante 1, SV2: Seqiiéncia de RNA Splicing Variante 2, SV3: Seqiéncia de RNA Splicing Variante 3, SV4: Seqiiéncia de
RNA Splicing Variante 4.
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Discussao

A falta de homologia entre as ORFs geradas e o banco de proteinas
demonstram que permanece o papel de RNA nao-codificante para o gene PCAS.
Contudo, quanto ao estudo das variantes para esse gene, analises mais
completas deverdo ser realizadas em outras patologias e outros tipos tumorais
para verificar o real impacto dessas moléculas, uma vez que foram encontradas
preferencialmente no sangue periférico e podem ou nao estarem associadas as
patologias da préstata. No presente trabalho, 100% dos casos de céancer de
préstata foi representado pela molécula com splicing do exon 2 do gene PCA3 em
tecidos prostaticos, dados proximos aos reportados por Bussemarkers et al.
(1999)," que descreveram a presenca dessas moléculas em cerca de 95% dos
casos de CaP, contudo para as variantes encontradas novas pesquisas no cancer
de préstata deverao ser realizadas.

As ferramentas que alinham sequéncias (DNA, RNA e proteina), como o
Blast, sao validas para identificar regides homologas, que podem levar a
descoberta de unidades funcionais; contudo, seu sucesso € mais evidente no
estudo de DNA e proteinas do que de RNAs. Isso porque as similaridades de
seqliéncias entre DNA e proteinas podem usualmente refletir sua relacao
funcional, enquanto informacdes adicionais da estrutura sdo necessarias para
estudo da conservagao de funcao entre os RNAs. Assim, para andlise de RNA é
preciso considerar sua informagéo seqiiencial e estrutural.®®

A andlise preliminar de bioinformatica para as moléculas variantes de RNA
do gene PCAS incluindo a molécula com splicing do exon 2, demonstraram que
cerca de 61% das sequéncias de oligonucleotideos, obtidas a partir da formacgao
das estruturas secundarias, foram concordantes em pelo menos cinco das seis
moléculas de RNA analisadas. Além disso, a presenga da SV1 e SV3 juntamente
com a SE2 (dados obtidos pela RT-PCR Nested) e a maior associagao entre a
SV2 e SE2 para os oligonucleotideos formados (dados obtidos pela analise de
bioinfomatica) podem sugerir que os transcritos do gene PCA3, embora apresente
diferencas nas sequéncias de seus RNAs, podem apresentar semelhancgas
estruturais como um mecanismo de escape a degradacédo frente a maquinaria

celular de reconhecimento de alvos associados ao processo de carcinogénese
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(molécula com splicing do exon 2), como também formas alternativas de gerar
moléculas de RNA com funcdo catalitica ou de oligonucleotideos curtos com
funcao de silenciamento das mensagens de genes alvos, conhecidos como RNAs
de interferéncia (RNAI).

O papel intracelular do PCAS3 dado pela sua estrutura secundaria e pelas
variantes descritas contendo elementos intrénicos, pode estar associado a uma
funcdo de miRNA, o qual atuaria num outro alvo de RNAm, provavelmente de
genes check points de restricdo do ciclo celular ou de indutores da perda de
potencial de membrana mitocondrial, formando estruturas reconhecidas por
RNAses e que impedem a passagem dos ribossomos pelos codons desse RNA
no momento da traducdo. A perda de expressdo desses genes ocorreria por um
mecanismo de repressado da traducao pela formacdo de RNAm dupla fita com o
miRNA.

As moléculas de RNAIi geradas pelo programa Sfold, além de sugerir
funcdo de miRNA para o PCAS, poderao ser testadas, in vitro, com fungédo de
inativar o proprio gene PCAS3, como método terapéutico, ou ainda como meio de
investigar a acao dessas moléculas sobre a expressdo de outros genes,
auxiliando a compreensao do complexo papel de regulacdo de possiveis vias
génicas e metabdlicas associadas a génese ou progressao tumoral.

Muitos estudos tém enfatizado o acumulo de mutagdes, superexpressao
ou perda de expressdo em oncogenes codificando proteinas e em genes
supressores tumorais, contudo a recente identificacdo de novas classes de
RNAnNc implica em passos importantes na formacao e progressao do cancer. No
futuro, havera uma mudancga entre os oncologistas e biologistas moleculares para
identificacdo ndo apenas de proteinas codificantes que apresentam algum defeito,
mas também quanto a transcricdo de RNA nao codificantes em células tumorais.
Os miRNAs tém sido associados ao desenvolvimento de diversas doengas
complexas como o cancer.® Frente a quantidade de RNAnc funcionais que tém
sido descobertos, é esperado que tipos adicionais ainda sejam encontrados,
sendo de fundamental importancia as novas ferramentas de bioinformatica para a
identificacao desses tipos de RNAs. Nos proximos anos 0s pesquisadores terdo

uma dificil tarefa a cumprir, compreender a biologia de eucariotos complexos
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revelado pelas proteinas (Proteoma), pelos RNAnc (RNoma) e suas interacoes

(Interactoma) em cada tipo de célula em um dado momento.
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