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Resumo geral

A descoberta de marcadores moleculares que possam melhorar o diagnéstico clinico
e as perspectivas de cura ndo s6 do cancer de prostata como de varias outras
doencas tem se tornado o objetivo central da biologia molecular. Nosso trabalho teve
por objetivo rever o papel do gene EF1A e do seu homoélogo PTI-1 no cancer de
prostata. Para tal, foram analisadas amostras de sangue periférico e tecido de peca
cirdrgica provenientes de pacientes diagnosticados com hiperplasia prostatica
benigna (HPB) e céncer de préstata (CaP) e amostras de sangue de um grupo de
homens jovens, considerados controle negativo (CN). Observamos que o gene EF1A
tem niveis relativos de expressdao maiores no grupo de pacientes do grupo Cap do
que nos grupos de HPB e CN. Em sangue periférico, niveis relativos de expressao
do EF1A maiores do 1,5, conferem uma razdo de chances 10,56 vezes maior de o
individuo apresentar CaP em relacdo aos com menores niveis de expressdo. No
tecido essa chance € de 4,6 vezes para niveis de expressdao com meédia entre 1 e
1,5. A presenga do transcrito do gene PTI-1, regido 5 UTR, faz com que os
individuos tenham uma chance 1,94 vezes maior de desenvolver CaP. A associagcao
do biomarcador DD3 ao gene PTI-1 faz com que a chance de desenvolver CaP seja
de 3,14 vezes maior quando esses dois genes sdo detectados simultaneamente.
Embora tenhamos que melhorar a eficiéncia dos testes com os genes EF1A e PTI-1
para a aplicacado clinica, possivelmente eles terdo uma contribuicao significativa,
associados a outros biomarcadores, como por exemplo, o DD3, para o diagndstico
do CaP.

Palavras-chave: genes EF1A e PTI-1, expressao génica, RT_PCR , cancer de préstata
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PROSTATA: ANATOMIA E PATOLOGIAS

A préstata humana é um érgao constituido por 30% de tecido fibromuscular e
70% de tecido glandular, ela tem formato esférico, 3,8 cm de comprimento em média
e localiza-se na pelve verdadeira, abaixo da bexiga urindria, circundando a parte
posterior da uretra. E a maior glandula acesséria do sistema genital masculino
(SMITH,1979, GOSLING et al.,1992; VAN DE GRAFF,2003).

A prostata é dividida, anatomicamente, em cinco zonas: 1)- zona fibromuscular
anterior que contém 30% do volume da préstata, 2)-zona periférica, considerada a
maior subdivisdo anatémica, contém 75% de tecido glandular da prostata, 3)-zona
central, que contém 25% de tecido glandular, 4)- zona pré-prostatica, que tem funcao
de esfincter durante a ejaculagao para impedir o refluxo do liquido seminal para a
bexiga e 5)-zona de transi¢do, que representa pelo menos 5% da massa glandular
normal da préstata e circunda a uretra, € o local de ocorréncia da hiperplasia
prostatica benigna (HPB) (COFFEY, 1992; WALSH & WORTHINGTON, 1998).

A prostata é uma glandula acesséria ao aparelho seminal. Seu produto de
secrecao, o liquido prostatico, um importante constituinte do sémen, atinge a luz da
uretra através dos canais prostaticos e ativa também a movimentacdo dos
espermatozéides (ERHART, 1992).

A prostata € regulada, principalmente, por hormdnios sexuais chamados
androgénios, que provém dos testiculos, sendo a testosterona o mais importante
deles. Apos ser liberada pelos testiculos, a testosterona circula pelo sangue, entra
nas células da préstata por difusdo e é transformada, no citoplasma, em
diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-alfa-redutase. A DHT se liga a um receptor
especifico e é transportada ao nucleo celular, onde favorece a sintese de DNA e
RNA (COFFEY, 1992; SROUGI, 1997; WALSH & WORTHINGTON, 1998).

Algumas patologias clinicamente importantes podem afetar a prostata nos
homens adultos, como as prostatites, a hiperplasia prostatica benigna e o cancer de
prostata. Essas apresentam grande significado clinico ndo s6 pelas suas



consequéncias mas também, pela alta freqtiéncia com que se manifestam (SROUGI
& CURI, 1998).

A prostatite € uma doencga prostatica freqliente em homens adultos, sendo
rara em adolescentes. Ocorre em formas distintas ou sindromes, as quais tém
causas, caracteristicas clinicas e sequelas diferentes. As formas mais comuns sao:
prostatites bacterianas agudas e crénicas, prostatites ndo bacterianas e prostatodinia
(préstata dolorida). O tratamento clinico do paciente torna-se possivel a partir do
diagnostico e de estratégia terapéutica especifica (MEARES, 1992; WALSH &
WORTHINGTON, 1998).

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) caracteriza-se por um aumento notério
do componente acinar prostatico em relacdo aos componentes intersticial e capsular,
acarretando por conseqiéncia, um aumento volumétrico da prostata. Esse aumento
benigno ocorre sempre apds os 35 anos de idade, sendo responsavel por varios
sintomas do trato urinario inferior em homens (STAMEY & NCNEIL, 1992;
CATALONA, ANTENOR, et al., 2002; CATALONA 2004).

O tamanho da prostata aos 35 anos é de cerca de 15 gramas. Contudo, a
glandula pode dobrar de peso a cada década. Depois dos 70 anos de idade, o
crescimento tende a cessar ou se faz mais lentamente (SROUGI & CURY, 1998).
Como consequiéncia do crescimento prostatico, ocorre um bloqueio do canal uretral,
causando no paciente certos transtornos urinarios sob a forma de enfraquecimento
progressivo do jato urinario, gotejamento de urina apds cada miccdo e aumento do
namero de micgdes, principalmente durante a noite (SROUGI, 2003). A HPB € uma
das principais doencgas urologicas; atinge grande parcela dos homens, podendo
ocorrer em até 90% daqueles com idade superior a 80 anos (DAMIAO &
CARRERETE, 2003).

Como varias outras formas de cancer, o cancer de prostata € uma doenca
multi-focal e multi-causal envolvendo o acumulo de multiplas alteracées genéticas.
Ele corresponde a uma alteracdo do balango entre proliferacdo e morte celular.
Durante os estagios iniciais do crescimento do cancer, as células respondem aos
mesmos fatores regulatérios (horménio dependente), embora as taxas de

proliferacdo celular sejam maiores do que as de morte celular. A disfungdo no



processo regulatorio associada a mutacdes genéticas reflete graus de respostas
anormais dos fatores de crescimento, gerando um processo que leva a formagao de
células malignas, com crescimento promovido por via autdcrina que passa a nao
responder ao controle androgénico (hormdnio independente) (GRIFFITHS &
MORTON, 1999).

Mais de 95% das neoplasias da prostata sdo representadas pelos
adenocarcinomas e o restante compreende casos de sarcomas, carcinoma
epiderméide e carcinoma de células transicionais. Aproximadamente, 70% dos
adenocarcinomas se desenvolvem na zona periférica, menos de 5% na zona central
e mais de 25% originam-se na zona de transicdo (STAMEY & NCNEAL, 1992;
SROUGI, 1998; BOSTWICK, 1999; JARMULOWICZ, 1999).

Os pacientes com cancer de prostata apresentam os sintomas semelhantes
aos da HPB (dificuldade de urinar, miccao frequente ou urgente, fluxo interrompido
ou fraco, hesitacao, gotejamento), além de sangue na urina ou sémen, forte dor nas
costas, na pelve, nos quadris ou nas coxas, erecdées menos firmes ou impoténcia e,
também diminuicdo da quantidade de fluido seminal ejaculado (WALSH, 1992;
SROUGI & CURY,1998; WALSH & WORTHINGTON, 1998).

Nao ha duvidas de que a historia familiar € um importante fator de risco
embora 90% dos CaP sejam atribuidos a fatores ambientais (esporadicos) e apenas
10% a fatores hereditarios (ALBRIGHT & EELES,1995; CHAN et al., 1998; RUITER
et al., 1999).

O céancer de prostata é uma patologia que pode ser detectada precocemente
através de métodos diagndsticos de triagem. De acordo com a Sociedade Americana
de Cancerologia, para a deteccao precoce do cancer em individuos sem sintomas
preconiza-se o toque retal e o PSA (antigeno prostatico especifico) sérico anuais a
partir de 50 anos de idade. Estes exames, além do baixo custo, possuem boa
sensibilidade e especificidade. Inclusive, estudos recentes sugerem que a triagem de
homens em idade acima de 50 anos através do toque retal e do PSA diminuiu a
incidéncia de doenca tardia com influéncia nas taxas de mortalidade (SMART, 1997;
MERRILL & STEPHENSON, 2000), na medida em que o cancer de prostata pode ser
curavel, desde que diagnosticado precocemente (MIRANDA et al., 2004).



O antigeno prostatico especifico (PSA), uma glicoproteina de peso molecular
de 34 KDa que pertence a familia das calicreinas, é secretado no fluido prostatico
(COFFEY, 1993) e elevagdes nos niveis séricos desse marcador sdo amplamente
utilizadas para o diagnéstico e monitoramento de pacientes com cancer de préstata
(MIKOLAJCZYK et al., 2004). Todavia, o PSA, apesar de indicar alteragbes na
prostata, possui baixo valor preditivo, visto que ndo € um marcador apenas para o
cancer, podendo ter seus niveis elevados em prostatites e HPB (DILLIOGLUGIL et
al., 1997; CATALONA & SMITH, 1998; RIFFENBURGH & AMLING, 2003;
MIKOLAJCZYK et al., 2004).

Além da dosagem de PSA, compdem ainda o rastreamento das anomalias
prostaticas mais duas etapas: o exame fisico da préstata (toque retal) e a ultra-
sonografia transretal da prostata (USTR). A biépsia é recomendada para todo
paciente com toque retal duvidoso, independente do valor do PSA, pois 25% dos
homens com CaP apresentam niveis de PSA abaixo do suspeito (ARAGAO, 2003).

A evolucao dos pacientes com adenocarcinoma da prostata esta intimamente
relacionada com a extensdao da neoplasia. Recentemente, a Unido Internacional
Contra o Céancer (UICC) propbds a utilizagdo de Sistema TNM (Tumor-Node-
Metastasis) em adenocarcinoma da préstata, de modo a padronizar a classificacao
dos pacientes com a doenga e permitir estudos comparativos mais precisos
(STAMEY & NcNEAL, 1992, SROUGI, 1998).

O sistema de graduagéo histopatologico mais utilizado € o proposto por
Gleason (1996), que valoriza, principalmente, o padrdo glandular e a relagcéo entre as
glandulas e o estroma prostatico. Nesse sistema, os tumores séo classificados em 5
graus, denominando-se grau 1 as lesbes mais diferenciadas e grau 5 as mais
indiferenciadas. Como os adenocarcinomas da prostata apresentam mais de um
padrao histolégico, o diagnéstico final na escala de Gleason é dado pela soma dos
graus do padrao primario, predominante, e do padrdao secundario, segunda maior
area representada (STAMEY & NcNEAL, 1992; ISAACS, 1997; SROUGI, 1998).



Epidemiologia do cancer de prostata:

Nas ultimas décadas, o cancer de préstata tem emergido como uma das
doengas mais comuns entre os homens idosos. O cancer de prostata é a segunda
principal causa de mortalidade por cancer em homens nos Estados Unidos com uma
taxa de 26 mortes por 100.000 (GREENLEE, 2001). No Brasil, assim como no EUA,
o cancer de prostata € o segundo mais diagnosticado depois do cancer de pele nao
melanoma e a segunda causa de o6bitos por cancer em homens, sendo superado
apenas pelo de pulméo (GRIFFITS & MORTON, 1999; CHANG et al., 2001; INCA,
2006). De acordo com Instituto Nacional do Cancer (INCA), para 2006, estima-se a
ocorréncia de 47.280 casos novos para este tipo de cancer.

A regiado sudeste apresenta alta incidéncia desse tipo de tumor em homens,
sendo que em Minas Gerais ele ocupa o0 segundo lugar em casos diagnosticados, a
taxa estimada para a ocorréncia de cancer de préstata, em 2006, no estado é de
49.06 casos por 100.000. O aumento observado nas taxas de incidéncia pode ser
parcialmente justificado pela evolucao dos métodos diagndsticos, pela melhoria na
qualidade dos sistemas de informacao do pais e pelo aumento na expectativa de
vida do brasileiro. Na maioria dos casos, o tumor apresenta um crescimento lento, de
longo tempo de duplicagdo, levando cerca de 15 anos para atingir 1 cm3 e
acometendo homens acima de 50 anos de idade (INCA, 2006).

A incidéncia do CaP varia de acordo com a raga € localizagdo geografica. Os
paises escandinavos e o Canada apresentam a maior incidéncia mundial de cancer
de préstata, ao passo que nos paises orientais a frequiéncia é até 25 vezes menor
(HERING, 2003). Segundo as estatisticas americanas, a incidéncia em negros €
maior do que em brancos (proporgéo 2:1). De acordo com Thomas e colaboradores
(2002 apud HERING, 2003), quanto a incidéncia de CaP em homens jovens, os
negros tém 60% mais essa patologia do que os homens brancos. Esse tipo de
cancer manifesta-se também de forma mais agressiva em negros, com uma chance
de morrer pelo mal duas vezes maior do que a observada em brancos (SROUGI,
1998).



Fatores de risco

O céancer de préstata € uma doenca multifatorial, com componentes genéticos
envolvidos em sua etiologia (NWOSU et al., 2001). A idade, a etnia e a historia
familiar da doenca estdo entre os fatores de risco mais amplamente associados ao
CaP (PIENTA & ESPER, 1993; ALLEN et al., 2004).

Embora 90% dos canceres de prostata sejam atribuidos a fatores ambientais e
apenas 10% a fatores hereditarios (ALBRIGH & EELES, 1995; CHAN et al., 1998;
RUITER et al., 1999), os antecedentes familiares tém particular importancia, pois
elevam o risco em trés vezes ou mais para os descendentes de pacientes com CaP
(CUSSENOT & VALERI,2001). O risco ainda aumenta se a idade de aparecimento
for precoce e se o acometimento familiar for maltiplo (CARTER et al, 1992;
MACHADO, CINTRA, 2003).

A idade é um forte fator de risco para o CaP. Em homens americanos com
idade de 75 a 79 anos o risco de desenvolver a doenca é 130 vezes maior do que
em homens com idade entre 45-49 anos. Um grande numero de alteracdes genéticas
tém sido detectadas em tecidos com céncer prostatico, sugerindo que danos
cumulativos no DNA com a idade, podem explicar, parcialmente, essa tendéncia
(CHAN et al.,1998).

A etnia também é um importante fator de risco bem estabelecido para a
incidéncia e mortalidade desse tipo de cancer. Negros apresentam um risco 60%
maior de desenvolver o CaP e uma mortalidade duas vezes maior que a populagao
caucasiana da mesma idade (MACHADO; CINTRA, 2003).

Quanto aos fatores ambientais, existem muitas relagcdes possiveis, entre as
quais com substancias quimicas utilizadas na industria de fertilizantes, ferro, cromo,
cadmio, borracha e chumbo, embora nao seja comprovada a correlagcao entre esses
fatores e uma maior incidéncia do cancer de prostata (WALSH & WORTHINGTON,
1998).

Um grande progresso tem sido observado na relagao de fatores nutricionais e
hormonais com o cancer de prostata (CHAN et al.,1998).



Allen e colaboradores (2004) sugerem que a ocidentalizacdo, ou melhor, a
adocao do estilo de vida ocidental, principalmente no que se refere a uma dieta rica
em gordura saturada proveniente da carne animal, pode ser um fator importante no
desenvolvimento do cancer de prostata.

Estudos também tém sido relacionados a questbes sociais e ao
desenvolvimento do cancer de préstata. Steenland e colaboradores (2004)
correlacionaram o nivel educacional de parte da populagdo de 21 estados norte-
americanos a incidéncia e mortalidade do CaP e concluiram que um nivel de
escolaridade mais elevado esta diretamente associado a uma tendéncia aumentada
de tumores localizados. Em parte devido ao maior monitoramento feito por meio da
dosagem de PSA. A mortalidade foi duas vezes maior entre os individuos com menor
nivel de escolaridade.

A Biologia Molecular e Cancer de Préstata

O cancer de préstata é uma doenca originada por modificacdes genéticas que
inativam genes supressores de tumor e ou ativam proto-oncogenes (PORKKA &
VISAKORPI, 2004). Essas alteracbes desorganizam a homeostase tissular, pois
podem causar um aumento desgovernado da divisdo celular, ou resultarem na
diminuicao da apoptose causando o aparecimento dos tumores (GATTAS, 2003).

A origem do tumor prostatico foi atribuida por um longo periodo de tempo
como sendo determinada apenas pela estimulacdo hormonal da testosterona, porém
atualmente é sabido que o desenvolvimento tumoral € dirigido geneticamente, sendo
em 10% dos casos por transmissao hereditaria e os demais por alteracdes genéticas
esporadicas (GATTAS, 2003)

Muitos esfor¢os tém sido destinados ao melhor entendimento dos complexos
mecanismos moleculares envolvidos na oncogénese e progressao do CaP (GIMBA &
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BARCINSKI, 2003). Os métodos que tém sido usados para caracterizar as
aberracdes genéticas encontradas nessa doenga incluem estudos familiares
designados a mapear loci hereditarios, estudos cromossomais para a identificacao
de anomalias que possam localizar oncogenes ou supressores de tumor e intensos
estudos de expressao génica (LI & NELSON, 2001, KARAN et al., 2003).

Esses estudos elucidam muitas vias de sinalizagdo celulares que podem
influenciar no processo de carcinogénese. O uso dos avangos biotecnolégicos, como
por exemplo, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o sequenciamento
automatizado do DNA, os microarrays e diversas outras técnicas, permitem um
estudo sistematizado e detalhado da biologia e patologia do CaP (GIMBA &
BARCINSKI, 2003).

A busca por novos marcadores moleculares para o diagndstico do cancer de
prostata também se deve ao fato de que o PSA, marcador sérico mais amplamente
utilizado, vem apresentando limitagdes (STAMEY et al., 2004; MIKOLAJCZYK et al.,
2004). Em muitos casos, o PSA leva a resultados falsos negativos e falsos positivos
(GIMBA & BARCINSKI, 2003).

Varios estudos tém demonstrado a expressao de diversos genes no cancer de
prostata comparado a tecidos normais e hiperplasicos. Outros demonstram os
polimorfismos genéticos associados ao CaP. Atualmente, um grande numero de
marcadores moleculares tém sido pesquisados. A tabela 1 traz um sumario desses
marcadores e dos seus respectivos estudos.

Apesar do conhecimento emergente das alteracbes genéticas envolvidas no
CaP, ainda nao foi possivel entender, claramente, os mecanismos moleculares
dessa doenga. Ainda nao foi desenvolvido um modelo para o CaP similar ao descrito
para o cancer de coloretal (FEARON, VOGELSTEIN 1990). Parece que a
predisposicdo ao do cancer de préstata genético é extremamente complicada. E
provavel que nenhum dos genes com alta penetrancia para a predisposicdo ao
cancer de proéstata contribua com uma fracao similar no desenvolvimento da doenca
como por exemplo os genes BRCA1 e a BRCA2 no cancer de mama. Pelo menos,
os genes atualmente conhecidos de suscetibilidade (ELAC2, RNASEL, e MSR1)

parecem contribuir somente para uma fracdo pequena de carcinomas de préstata.
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Portanto, ndo sendo Uteis em aconselhamento genético. Por outro lado, o significado
dos polimorfismos de baixa penetrancia, que explicam provavelmente a fracao
principal do risco herdado, é ainda mais obscuro. Pouco se sabe sobre a etiologia do
cancer de prostata. Em geral, os estudos epidemiolégicos tradicionais ndo puderam
identificar os principais fatores de risco ambientais. E concebivel que somente
combinando as analises de gendtipos e da exposicdo ambiental, os fatores
etiolégicos do cancer de préostata sejam revelados (PORKKA & VISAKORPI, 2004).

Encontrar marcadores mais sensiveis ou genes com potencial oncogénico irdo
nos prover de ferramentas mais eficientes no diagnéstico e cura do céncer de
prostata (YU et al., 2006)



Tabela 1- Genes atualmente pesquisados no cancer de prostata

Nome do Gene Localizacao
EEF1A1L14 (PTI-1)

HPC1 1q24-q25
PRCA1 1q24-q25
PCAP 1q42.2-1g43
SRD5A2 2p23

BIN1) 2ql4
CTNNB1 3p22-p21.3
TGM4 3p22-p21.33
ACPP 3q21-q23
FGF2 4q25-q27
FGF1 5g31
SPARC 5q31.3-q32
VEGF 6pl2
CDKNIA, 6p21.2

IL6 7p21
CYP3A4 7q22.1
CAV1 7q31.1
PDGFRL 8p22-p21.3
PSCA 8q24.2
MSMB) 10q11.2
PTEN 10q23.3
FGF8 10q24
CYP17 10q24.3
MXTI1 10925
MKI67 10g25-qter
KAIl 11pl1.2
POV1 11pl1.2-11pl1.1
CDKNIB 12p13

IGF1 12q22-q24.1
TP53 17p13.1
ERBB2 17q11.2-q12
PIS) 18q21.3
KLK3 19q13
KLK2 19q13
BGP1 19q13.2
ETS2 21q22.3
TMPRSS2 21q22.3

AR Xqll.2-q12
HPCX Xq27-q28

SRY Ypll.3
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Os genes do EF1A (Fator de Elongacao 1 A) e do PTI-
1(prostate tumor-inducing-gene 1):

Varias anormalidades genéticas acumulam-se durante os multi-estagios da
carcinogénese. As mudancas incluem alteracdes estruturais como mutagcdes de
ponto, amplificacéo e delegdo, assim como altera¢des funcionais de alta e baixa
expressao (SUGIMURA, 1992; OHNAMI et al.,1999).

O aumento nas taxas de sintese de acidos nucléicos e proteinas é uma
caracteristica tipica das células em proliferacdo comparada aquelas em estado de
quiescéncia. A natureza e a taxa de sintese de moléculas estdo sobre controle
regulatério, o qual é uma resposta as necessidades metabdlicas ou biossintéticas
internas ou a demanda ambiental extracelular. Tem sido bem documentado que
consequéncias da ativacao oncogénica levam a uma desregulacao (desequilibrio)
de varias vias metabdlicas, possivelmente incluindo um aumento global das taxas
de sintese protéica (ROSENDAWALD, 1996; GOPALKRISHNAN, 1999).

O aumento inadequado nas taxas de expressdo de proteinas,
especialmente moléculas regulatérias com propriedades de crescimento, € um
fator significativo para o processo de transformagcdo celular, incluindo a
progressao para um fenédtipo mais oncogénico. Caso ocorra perda da fidelidade
de traducdo quando ja existe uma desregulacdo anterior, uma forma mais
agressiva de oncogénese ou um aumento da taxa de formacao de tumor pode
ocorrer (GOPALKRISHNAN, 1999).

Modificagbes na maquinaria traducional das células, incluindo mudangas
nos fatores de iniciacao e elongacao de eucariotos, resultam em suscetibilidade a
transformacao e aquisicdo de propriedades transformantes e oncogénicas em
células alvo especificas (RIIS et al., 1990; SONENBERG, 1993).

Mudancas na expressdao da eEF1A, uma proteina de transferéncia
nucleotidica que liga GTP e tRNA aminoacil, e resulta no seu pareamento cédon
dependente no sitio A do ribossomo, conferem susceptibilidade a carcinogénese
(TATSUKA et al.,1992).
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Em eucariotos o fator de elongacao 1A cataliza o primeiro passo do ciclo
de elongacéao (Kaziro, 1991). Ele transporta o tRNA aminoacil (aa-tRNA) do sitio A
do ribossomo, o qual contém a cadeia polipeptidica crescente como peptidil-tRNA
para o sitio P. O aa-tRNA é transportado no ribossomo como um complexo
ternario eEF1A-GTP-aatRNA. Apds a hidrélise do GTP, o complexo eEF1a-GDP é
liberado do ribossomo. Este evento permite o posicionamento correto do aa-tRNA
no sitio A do ribossomo em resposta ao pareamento cédon-anticédon. O segundo
passo do ciclo de elongacgao envolve a regeneracao da forma ligante-GDP inativa
do EF1A para a forma ligante-GTP ativa por meio de uma reacao de transferéncia
catalisada pelo fator de transferéncia 1Ba (eEF1Ba).

Ap6s a formacdo de um novo peptideo ligante catalisada pela peptidil-
transferase ribossomal, um peptidil-tRNA esta presente no sitio A do ribossomo e
um tRNA deacetilado no sitio P (ribossomo em estado pré-translocacao). No
terceiro passo do ciclo de elongacéao, translocagao, o peptidil-tRNA move-se do
sitio A para o sitio P do ribossomo. A reacao é catalisada pelo fator de elongacao
2 (EF-G em bactéria). Ambos EF1A/EF-Tu e EF2/EF-G pertencem a classe de
proteinas ligantes de GTP (DEVER et al., 1987), caracterizada como uma chave
molecular que permite a mudanca de uma conformacéo ativa ligada ao GTP para
uma conformacédo inativa ligada a GDP. Apéds hidrélise do GTP, o complexo
eEF2-GDP libera o ribossomo, assim finalizando a reacao de translocacédo. Ao
completar o ciclo de elongacdo a maquinaria esta pronta para comecar um novo
ciclo (LAMBERTI et al., 2004).

O EF1A é analogo ao fator de elongacao Tu de bactérias (EF-Tu), membro
da superfamilia de proteinas GTPase. Uma funcao primaria do EF-Tu/ EF1A é o
processo cinético de correcao de leitura que resulta na apropriada interacido
cédon-anticédon. A expressao o EF-Tu/ EF1A depende das condi¢des fisioldgicas
da célula. Durante o envelhecimento em ratos e em fibroblastos humanos os
niveis do EF1A diminuem, porém em Drosophila melanogaster, se
constitutivamente expresso, ocorre aumento na expectativa de vida (SHEPHERD
et al., 1989 e LAMBERTI et al., 2004).

Em humanos, duas distintas isoformas do eEF1A sédo conhecidas, eEF1A1
e eEF1A2, codificadas por dois diferentes genes que estdo localizados nos
cromossomos 6q14 e 20913.3, respectivamente (LUND et al.,1996). Essas
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isoformas apresentam um padrdo muito distinto de expressdo. eEF1A1 é
expressa em todos os tecidos exceto em musculo esquelético diferenciado,
enquanto eEF1A2 é predominantemente expressa em musculo esquelético. Em
adicao, eEF1A2 pode ser encontrada em células totalmente diferenciadas como o
cérebro e coracao (KNUDSEN et al., 1993).

Além do papel central na traducéo, o EF1A desempenha outras fungdes na
célula eucariética. Ele forma complexo com outros componentes celulares como a
tubulina e a actina, cuja funcdo ainda é obscura; e também esta envolvido em
varios processos celulares, incluindo embriogénese, senescéncia, transformacéo
oncogénica e proliferacdo e organizacdo do citoesqueleto (GANGWANI et al.,
1998). Alteracbes na expressdao do EF1A tém sido relacionadas a fenotipos
transformados em varios estudos independentes e em diferentes organismos
(GOPALKRISHNAN, 1999; LAMBERTI et al., 2004).

Achados que sugerem a relacdo entre apoptose e EF1A tem sido
acumulados. Em Trypanosoma cruzi, a localizacdo nuclear do EF1a tem sido
observada em parasitas em processo de apoptose.(BILLAUT et al., 1996). EF15
liga-se com o Tat do HIV, o qual é conhecido por induzir apoptose, e interrompe a
traducao do mRNA a célula hospedeira (XIAO et al.,1998). Em adigcédo, varios
sinais, incluindo stress oxidativo e deprivacao nutricional que levam a apoptose,
regulam a expressao de ambos p53 e EF1A.

Em uma linhagem de células eritroleucémicas somente uma forma mutante
do p53, sensivel a temperatura, sofre apoptose a 32° C, mas nao a 37° C (KATO
et al., 1997). Usando essas células, genes regulados positivamente para o p53
foram isolados por differential display. Um dos genes com nivel de expressao
duas vezes maior a 32° C do que a 37°C foi identificado como o gene EF1A. Em
adicao, um elemento p53 responsivo, RRRCWWGYYY, o qual confere a
capacidade para a inducédo pelo p53 em alguns genes, é conservado no gene
EF1A de humanos, rato, e rd. Quando as células eritroleucémicas descritas, sao
transfectadas com um plasmideo contendo o elemento p53 responsivo e o gene
da luciferase, a atividade da luciferase aumenta aproximadamente duas vezes na
temperatura de 32° C. Como o EF1A tem atividade de enrijecimento dos

microtubulos e esses se tornam distorcidos a 32° C, especula-se que o
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enrijecimento dos microtubulos resultante da regulacéo positiva do EF1a pelo p53
seja uma das causas de apoptose. (KATO et al., 1997, KATO, 1999).

Em fibroblastos 3T3 de camundongos, o aumento de expressao do EF1A
confere suscetibilidade a apoptose induzida por deprivagao de soro. Além disso, a
supressao da expressao do EF1A por RNA EF1A antissense previne a inducéo de
apoptose por deprivacdo se soro. Baseado nesses achados esta sendo sugerido
que quando o EF1A é abundante as células estdo em modo proapoptético e
contrariamente, quando o EF1A é escasso, as células estdo em modo
antiapoptotico.(DUTTAROQY et al., 1998).

O mRNA do EF1A ¢ altamente expresso em tumores humanos de
pancreas, célon, mama, pulmao e estébmago (GRANT et al., 1992 ). Ele também é
altamente expresso em adenocarcinoma mamario em ratos. A distribuicdo
intracelular da F-actina e do EF1A sdo grandemente correlacionadas, o que é
uma evidéncia de que as estruturas citoesqueléticas contendo actina sao
importantes para auxiliar a motilidade celular requerida para a metastase
(EDMONDS et al, 1996). O EF1A tem alta expressdo em carcinoma
grastrointestinal, em adenoma e carcinoma do coloretal (MATHUR et al.,1998).

Em adicdo, a alta expressdo do mRNA do EF1a tem sido correlacionada
com aumento do potencial metastatico em adenocarcinoma mamario,
provavelmente, devido a sua interagcdo com a actina citoesquelética, um efetor de
metastases (EDMONDS et al.,1996).

Tem sido demonstrado que a proteina do eEF1A é altamente expressa em
células metastaticas da mama comparada as nao metastaticas, e que eEF1A de
células metastéticas tem a afinidade reduzida para a F-actina. Apos estimulo com
fatores de crescimento, ocorre um aumento paralelo da quantidade da F-actina e
do eEF1A associados com o citoesqueleto. Dessa forma, tem sido proposto que a
fraca associacdao do eEF1A com a actina pode estar relacionada ao processo
metastatico devido a uma alteracdo da organizagdao da actina citoesquelética e
traducao diferencial de mRNA associados com o citoesqueleto (EDMONDS et al.,
1996; LAMBERTI et al., 2004).

A funcdo do EF1A no processo de oncogénese tem sido investigada em
carcinoma de préstata. Nestas células tumorais, um oncogene dominante foi

identificado: o PTI-1 (prostate tumor-inducing gene 1). O PTI-1 foi originalmente
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identificado por rapida expressao de clonagem e differential display (SHEN et
al.,1995). A expressdao do PTI-1 também ocorre em linhagens celulares de
carcinoma de mama, c6lon e pulméo, mas ndo em células normais (LAMBERTI et
al.,2004).

Esta sendo proposto que o PTI-1 representa uma nova classe de
oncogenes cuja capacidade de transformar provavelmente afeta de alguma forma
mecanismos que incluem: (l) infidelidade da traducdo protéica, resultando em
sintese de polipeptideos mutantes devido a perda da funcdo de correcdo de
leitura durante a elongacédo da cadeia peptidica (ZAO-ZHONG et al.,1998), (Il
sua associacdo com o citoesqueleto, bem como alteragdes no ultimo, (lll)
interferéncia em uma ou em varias vias diferentes de transducdo de sinal por
meio de suas propriedades como G-proteina (GOPALKRISHNAM et al., 1999).

O cDNA do PTI-1 consiste em 2123 bp contendo uma regido nao traduzida
de 630 bp (5° UTR). A regido 5 UTR apresenta 85% de identidade ao RNA
ribossomal 23S de Mycoplasma hyopneumoniae e uma regidao com 1494 pb que
tem 97,7% de identidade ao fator de elongacdo 1 A. O cDNA do PTI-1
potencialmente codifica uma proteina de 398 aminoacidos , a qual parece ser
uma forma truncada e mutada da eEF1A (MANSILLA et al., 2005).

Quando comparada a sequéncia do eEF1A, a proteina do PTI-1 sofre
delecao dos primeiros 67 aminoacidos da regidao de fusdo, juncao da extremidade
N-terminal e introducao de trés novos aminoacidos (M1, Q2, S3). O gene do PTI-1
também apresenta 6 mutacées de ponto em aminoacidos especificos, ocorrendo
a substituicdo de um aminoacido de carga positiva para um hidrofébico (Arg / Gly)
e também de um contendo grupo hidroxil para outro com grupo nao-hidroxil (Ser /
Gly) (MANSILLA et al., 2005; YU et al., 2006).

EF1A contém trés dominios ligantes de GTP cujas sequéncias sao: Gly-x-
x-X-X-Gly-Lys, Asp-x-Pro-Gly e Asn-Lys-x-Asp. O PTI-1 perde o primeiro dominio
ligante de GTP, Gly-x-x-x-x-Gly-Lys, mas retém os outros dois num contexto
idéntico ao do EF1A. Das 6 mutacées que ocorrem no PTI-1, trés ocorrem no
dominio de ligacdo do tRNA (SHEN et al,1995). Essas modificacbes podem
antecipar o impacto observado na funcionalidade e em estruturas dimensionais
dessa proteina mutante EF1A (GOPALKRISHNAN, 1999).
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A presenca inesperada de um elemento como o micoplasma na sequténcia
de cDNA do PTI-1 reforga a questao se esse gene € um produto de contaminacao
cruzada ou se essa seqléncia é parte do genoma humano. Porém fragmentos
especificos da regidao 5° UTR do PTI-1 sao amplificados pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) de DNA genémico humano proveniente de linhagens de células
tumorais e de sangue de pacientes (SUN et al., 1997; OHNAMI et al., 1999). A
localizagdo cromossdmica especifica do gene do PTI-1 ainda permanece elusiva
(MANSILLA et al.,2005).

Estudos mostram que a fungdo do PTI-1 estd relacionada com a
oncogenicidade (SU et al., 1998). O EF1A estéa fisicamente associado e pode ser
um elemento importante na formacao do fuso mitético (MARCHESI & NGO 1993),
possivelmente, desempenhado uma funcdo no controle do crescimento, na
divisdo celular e potencialmente aumentando a sobrevivéncia. O PTI-1 pode
interromper a funcdo do EF1A levando a fendtipos transformados para células
cancerosas.

Existe uma dificuldade em afirmar com precisao quais as conseqiiéncias da
forma truncada, com perda de 67 aminoacidos, observada no PTI-1 comparada
ao EF1A. Baseado nas informacbes de estrutura cristalografica e mudancas
conformacionais induzidas no EF-Tu, em procariotos e arquebactérias, apos
ligacdo de GTP e tRNA aminoacil (BOURNE et al., 1990; 1991) é certo que a
perda de um dominio ligante de GTP no PTI-1 ird comprometer sua integridade
estrutural e funcional. Para estimar suas propriedades oncogénicas, uma tentativa
€ postular que o PTI-1 provoca um aumento na taxa de sintese de polipeptideos
mutantes devido a perda de sua habilidade para mediar a correta incorporacao de
aminoacidos durante a elongacao da cadeia peptidica. Esta perda de habilidade
de correcao de leitura também denominada de “infidelidade traducional”, poderia
explicar as propriedades observadas no PTI-1 baseado na sua seqUéncia de
homologia ao EF1A. Porém, ndao ha informacbes disponiveis a respeito de
alteracbées na atividade das versbes truncada dos fatores de elongacao
traducionais quanto a eficiéncia ou acuracia da sintese de peptideos
(GOPALKRISHNAN et al.,1999).

Alguns estudos assumem que uma molécula como o PTI-1 conserva no

minimo algum nivel de atividade e é capaz de, mesmo com muito pouca
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eficiéncia, mediar a incorporacdao de aminoacidos nas proteinas. Todavia, devido
a forma truncada do dominio de ligacdo de GTP e o comprometimento da
habilidade de correcdo de leitura, pode ocorrer um aumento no nivel de
aminoacidos incorporados de forma incorreta (SONG et al.,1989; TAPIO &
KURLAND, 1996). E mesmo se somente uma pequena fragdo dessa proteina
mutante esta ativa ou tem algum efeito na célula, a producdo de um nivel
suficiente da forma mutante de uma molécula regulatéria chave como a p53 pode
ser adequada para disparar uma cadeia de eventos levando a transformacéao
celular (ROSENDAWALD, 1996; GOPALKRISHNAN et al., 1999)

Outra possibilidade considerada é a de que o PTI-1 pode agir de uma
maneira dominante subvertendo funcdo do EF1A normal de um modo mais
drastico. Isto pode resultar na sintese de grandes quantidades de varios
polipeptideos mutantes que em adicdo poderiam comprometer a sobrevivéncia
celular, ou ainda contribuir para a formacao de (uma inicialmente) uma pequena
populacdo de células altamente transformadas. Em adicdo ao N-terminal
truncado, trés das seis mutagdes nos aminoacidos do PTI-1 ocorrem no dominio
de ligacao do tRNA (SHEN et al., 1995).

A oncogenicidade do PTI-1 foi demonstrada em recentes experimentos.
Fendtipos de cancer em ratos nude atimicos induzidos por injecao de células da
linhagem CREF-Trans 6 transfectadas com o gene PTI-1, foram revertidos por
expressao antisense do PTI-1 (SU et al.,1998). Interessantemente, somente o
gene completo foi capaz de reverter o fenétipo oncogénico (MANSILLA et
al.,2005).

A proteina do PTI-1 assemelha-se muito a do fator de elongacdo 1 A
(eEF1A), a qual ,além do seu proeminente papel na traducdo, parece estar
envolvida em numerosos outros processos como sinal de transducdo (YANG,
BOSS, 1994), organizacao do citoesqueleto (SHIINA et al.,1994; KURASAWA et
al., 1996), apoptose (RUEST et al, 2002), cancer (GRANT et al., 1992;
EDMONDS et al.,1996), infecgédo viral (CIMARELLI & LUBAN 1999) e diabetes
(REYNET, KAHN, 2001) e assim pertencer a familia de proteinas “moonlighting”
(EJIRI, 2002).

Baseado na similaridade entre a proteina do PTI-1 e eEF1A, tem-se
sugerido que o mecanismo de oncogenicidade do PTI-1 pode ser devido a
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interrupcdo ou a interferéncia com propriedades de traducdo do fator de
elongacado. Deste modo, o PTI-1 pode afetar a eficiéncia na corre¢do resultando
em infidelidade traducional, promovendo alteragbes na organizacdo do
citoesqueleto ou alteracdo nas vias de sinal de transdugcédo (GOPALKRISHNAN et
al., 1999).

No entanto, até o momento nenhum estudo demonstrou a presenca da
proteina do PTI-1 in vivo, embora todas as explicacdes da oncogenicidade do
PTI-1 estejam baseadas nas caracteristicas da proteina (GOPALKRISHNAN et
al., 1999; MANSILLA et al.,2005).

A Transcricao Reversa (RT)

Denomina-se transcricdo reversa o processo pelo qual ocorre a sintese de
moléculas de DNA complementar (cDNA), pela enzima transcriptase reversa, a
partir de fitas simples de RNA. A primeira descricdo dessa técnica ocorreu em
1987 (VERES et al.,1987), com a utilizacdo da enzima transcriptase reversa, para
catalisar a sintese do DNA.

Atualmente, € uma das técnicas mais utilizadas para a investigacdo da
expressao génica nos laboratorios de Biologia Molecular. A razao para tal é que
outras técnicas para estudo de expressdao, como o northern blot, ensaios de
protecdo enzimatica com a enzima nuclease S1 ou hibridagdo in situ nao
apresentam a mesma sensibilidade da RT-PCR, que permite detectar a atividade
de genes especificos em amostras pequenas de tecido ou em até uma unica
célula (REGITANO & COUTINHO, 2001).
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RT PCR Semi - quantitativa:

O uso sequencial da transcricdo reversa e da reacdao em cadeia da
polimerase (RT-PCR) tem permitido avancos nas pesquisas em biologia
molecular, por apresentar uma alta sensibilidade e ser uma técnica rapida para o
estudo da expressao génica (FAVRE et al.,1997; DUMOULIN et al., 2000).

A RT-PCR semi-quantitativa, desenvolvida por Chelly e colaboradores
(1998), é uma metodologia rapida e eficaz para estimar quantidades relativas da
expressao génica em populacbées de RNAs mensageiros, utilizando-se um gene
constitutivo como controle interno da reagdo para normalizar os niveis de
expressdo do gene de interesse e, outrossim, para monitorar a extensdo da
degradacdo nas amostras de RNA, caracterizando a qualidade do mesmo
(FAVRE et al., 1997; DUMOULIN et al., 2000; REGITANO & COUTINHO, 2001).

A metodologia da PCR semi-quantitativa requer que sejam determinados
previamente as condigcdes de PCR (concentracdo de cDNA e numero de ciclos)
que garantem que os dados gerados estejam dentro da fase exponencial de
amplificagdo de cada gene, pois ao atingir o platd, a eficiéncia da PCR diminui e
as concentracoes relativas dos produtos controle e de interesse comecam a se
igualar (FAVRE et al,1997; DUMOULIN et al, 2000; REGITANO &
COUTINHO,2001).

Genes constitutivos como a 2 microglobulina, as actinas e o gliceraldeido
fosfato desidrogenase (GAPDH) tém sido utilizados como controles internos para
prover resultados semi-quantitativos (SIEBERT & LARRICK,1992; IGAZ et al.,
1998).

A técnica RT-PCR tem mostrado ser uma metodologia sensivel para a
deteccao de doenca residual minima em diversos tipos de células (GHOSSEIN et
al., 1995).
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Resumo

O cancer de prostata tem se tornado um sério problema de salde publica para
homens. E o segundo mais diagnosticado e mesmo com a melhoria das técnicas
de deteccdo clinicas, histopatoldgicas e quimicas, ainda sado registrados altos
indices de ébitos em consequéncia do diagnédstico tardio ou ineficiente da doenca.
Encontrar marcadores mais especificos para aumentar as chances de cura e
deteccdo da doenca tem sido o objetivo de numerosas pesquisas. Varios
componentes envolvidos na sintese de proteinas em eucariotos tém sido
relacionados com a transformagdo oncogénica. A alteracdo dos niveis de
expressdao do mRNA de fator 1 de elongacdo (EF1A) tem sido relacionada a
diversos tipos de cancer . Uma forma mutada desse gene, o PTI-1, tem sido
associada ao cancer de prostata (CaP). Esse gene tem uma regidao exclusiva de
homologia ao Mycoplasma hyopneumoniae, 5°"UTR, e uma regiao de fusao, a qual
contém uma seqUéncia inicial de homologia ao M. hyopneumoniae e outra
homologa ao EF1A. Ele foi originalmente descrito na linhagem celular LNCaP e
sua expressao tem sido detectada em células tumorais e ausente em células
normais. Nossa meta foi analisar o comportamento da expressdo desses dois
genes em amostras de sangue e tecido de pacientes com CaP, hiperplasia
prostatica benigna (HPB) e em sangue de homens jovens (CN) saudaveis.
Verificamos que a expressdo do EF1A tanto em sangue como em tecido foi mais
alta em pacientes do grupo CaP. Os grupos foram subdividos em intervalos de
expressado < 0,5, 0,521, 1< 1,5 e >1,5 para melhor caracterizacdo. Em tecido os
niveis relativos de expressédo do EF1A foram estatisticamente correlacionados ao
estadiamento TNM e apresentaram uma razdo de chances de 4,6 vezes mais
probabilidade de desenvolver CaP . No grupo HPB, 90% dos pacientes
apresentou niveis de expressdao inferiores a um. Em sangue periférico
observamos que no intervalo de expressao menor que 0,5 hd uma chance de o
paciente ser portador de CaP de 3 vezes e no intervalo maior do que 1,5 essa
chance é de 10,56 vezes. As regides 5’UTR e de fusdo,do gene PTI-1 embora,
detectadas em maior proporcao no grupo CaP foram detectadas em HPB e CN. A
presenca do PTI-1 associada aos niveis de expressdao do EF1A nos levam a
hipotetizar que esse gene modula a expressdao do EF1A nos estagios iniciais e
finais da doenca fazendo com que haja um aumento dos niveis de EF1A para
garantir a proliferacdo celular e avangco do tumor confinado ao 6rgao; quando
ocorre a passagem para a fase de metastase o PTI-1 parece exercer um controle
nos niveis do EF1A no sentido de diminuir os mesmos evitando que as células na
circulagdo sanguinea venham a sofrer apoptose.
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ABSTRACT:

Prostate cancer (PCa) has become a serious problem of public health for men. It
is the second most diagnosed cancer, and even with the improvement of the
clinical, histopathology and chemical techniques of detection, there is still a high
mortality rate in consequence of the delayed or inefficient diagnosis of the illness.
Finding more specific markers to increase the possibilities of cure and detection of
the illness has been the objective of numerous researches. Several components
involved on the protein synthesis in eukaryotes have been related with the
oncogenic transformation. The alteration on the mRNA levels of the elongation
factor 1 (EF1A) expression has been related to different types of cancer. A
mutated form of this gene, PTI-1, has been associated with prostate cancer. This
gene has an exclusive region of homology to Mycoplasma hyopneumoniae,
5°'UTR, and a region of fusion, which contains sequences of homology to the M.
hyopneumoniae and to the EF1A. It was originally described in the cellular lineage
LNCaP, and its expression has been detected in tumoral cells while corresponding
normal cells were negative. Our goal was to analyze the behavior of the
expression of those two genes in samples of blood and of patients with PCa,
benign prostatic hiperplasia (BPH) and in blood of young healthy men (control).
We observed that the expression of EF1A in blood as in tissue was higher in
patients of the PCa group. The groups had been subdivided in expression
intervals < 0.5, 0.5 2 1.0, 1.0 < 1.5 and >1.5 for better characterization. The
relative levels of expression of the EF1A in tissue were estatistically correlated
with the TNM staging, and presented a risk 4.6 times higher of PCa occurrence. In
the BPH group, 90% of the patients presented lower mRNA expression levels. In
the peripheral blood, we have observed for the interval lower than 0.5 that the
probability of being PCa is 3 times higher than in the 1.5 interval, with a risk 10.56
times higher. The 5° UTR and the fusion regions, although observed in high rates
in the PCa group, it has also been observed in BPH and the control groups. Its
presence associated with EF1A expression level leads us to hipothetize that this
gene modulates the EF1A expression in initial and final periods of the illness,
determining an increase of the EF1A levels in order to guarantee the cellular
proliferation and advance of the tumor confined to the organ; when the passage to
metastasis phase occurs, PTI-1 seems to exert a control on the levels of EF1A as
to reduce them, thus preventing the cells in the circulation come to suffer
apoptosis.

Key words: Prostate cancer, expression gene, EF1A and PTI-1 genes.
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1-Introducao

A incidéncia e a mortalidade por cancer de préstata continuam aumentando
e esta patologia pode tornar-se um dos principais problemas de saude publica
para homens. Mesmo com o progresso do diagnéstico e terapias locais, questdes
fundamentais permanecem em relacao a etiologia, prevencao e tratamento do
cancer de proéstata (YU et al., 2006). Apesar do rapido desenvolvimento da
biologia molecular e celular, nosso conhecimento a respeito do adenocarcinoma
prostatico permanece significantemente menor em relagdo a outras neoplasias
(WARE, 1994; YU et al., 2006).

Além do cancer de préstata a hiperplasia prostatica benigna também é uma
patologia de grande relevancia na clinica urologica, pois embora elas apresentem
prognosticos distintos, sua diferenciacdo € muitas vezes dificil e
consequientemente, sao feitas bidpsias desnecessarias (STAMEY, 2004).

A busca por novos marcadores moleculares para o diagnéstico do cancer
de préstata também se deve ao fato de que o uso do PSA, marcador sérico mais
amplamente utilizado, vem apresentando limitacbes (STAMEY et al, 2004;
MIKOLAJCZYK et al., 2004), gerando, em muitos casos, resultados falso
negativos e falso positivos (GIMBA & BARCINSKI, 2003).

Encontrar marcadores mais sensiveis ou genes com potencial oncogénico
ird prover-nos de ferramentas mais eficientes no diagnéstico e cura do cancer de
prostata (YU et al., 2006).

Modificagbes na maquinaria traducional das células, incluindo mudangas
nos fatores de iniciacéo e elongacao de eucariotos, resultam em suscetibilidade a
transformacao e aquisicdo de propriedades transformantes e oncogénicas em
células alvo especificas (RIIS et al., 1990; SONENBERG, 1993).

Mudancas na expressdao da eEF1A, uma proteina de transferéncia
nucleotidica que liga GTP e tRNA aminoacil, e resulta no seu pareamento cédon
dependente no sitio A do ribossomo, conferem susceptibilidade a carcinogénese
(TATSUKA et al.,1992).

A funcdo do EF1A no processo de oncogénese tem sido investigada em

carcinoma de prostata. Nestas células tumorais, um oncogene dominante, o PTI-1
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(prostate tumor- inducing gene 1), foi identificado por rapida expressado de
clonagem e differential display (SHEN et al.,1995). A expressao do PTI-1 também
ocorre em linhagens celulares de carcinoma de mama, célon e pulmao, mas nao
em células normais (LAMBERTI et al., 2004).

O cDNA do PTI-1 consiste em 2123bp contendo uma regido nao traduzida
de 630 bp (5° UTR). A regido 5 UTR apresenta 85% de identidade ao RNA
ribossomal 23S de Mycoplasma hyopneumoniae e uma regidao com 1494 pb que
tem 97,7% de identidade ao fator de elongagédo 1 A (figura 1). O cDNA do PTI-1
potencialmente codifica uma proteina de 398 aminoacidos, a qual parece ser uma
forma truncada e mutada da eEF1A (MANSILLA et al., 2005).

Baseado na similaridade entre a proteina do PTI-1 e eEF1A, tem sido
sugerido que o mecanismo de oncogenicidade do PTI-1 pode ser devido a
interrupcdo ou a interferéncia com propriedades de traducdo do fator de
elongacao. Deste modo, o PTI-1 pode afetar a eficiéncia na corre¢ao resultando
em infidelidade tradicional, promovendo alteracbes na organizacdo do
citoesqueleto ou alteracdo nas vias de sinal de transdugcédo (GOPALKRISHNAN et
al., 1999).

Estudos com analises, independentes dos genes EF1A e PTI-1 associados
ao cancer de préstata tém sido relatados geralmente em culturas celulares (SHEN
et al., 1995, GOPALKRISHNAN et al., 1999) e em amostras populacionais
extremamente reduzidas de cancer de préstata, hiperplasia prostatica benigna e
individuos normais (SUN et al., 1997, GOPALKRISHNAN et al., 1999, MANSILLA
et al., 2005), sendo que nenhum fez uma avaliacdo clinica deste marcador.
Portanto, este é o primeiro trabalho que investiga a aplicacao clinica de ambos os
genes e busca um melhor entendimento dos mecanismos que envolvem os

mesmos no desenvolvimento e progressao do cancer de préstata.
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)NMITGTSQADCAVLIVAAGVGEFEAGISKNGQTREHALLAYTLGVKQLIV
) GVNKMDSTEPPYSQKRYEETAKEVSTYIKKIGYNPDTVAEFVPISGWNGDN
) GVNKMDSTEPPYSQKRYEEIVKEVSTYIKKIGYNPDTVAFVPISGWNGDN
) MLEPSANMPWEKGWKVTRKDGNASGTTLLEALDCILPPTRPTDKPLRLPL
) MLEPSANMPWEKGWKVTRKDGNASGTTLLEALDCILPPTRPTDKPLGLPL
) ODVYKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGMVVTFAPVNVTTEVKSVEMHHEALS
)
)
)
)
)
)

ODVYKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGMVVTEFGPVNVITEVKSVEMHHEALG
EALPGDNVGENVKNVSVKDVRRGNVAGDSKNDPPMEAAGETAQVIILNHP
EALPGDNVGEFNVKNVSVKDVRRGNVAGDSKNDPPMEAAGEFPAQVIILNHP
GOISAGYAPVLDCHTAHIACKFAELKEKIDRRSGKKLEDGPKEFLKSGDAA
GQISAGYAPVLDCHTAHIACKFAELKEKIDRRSGKKLEDGPKFLKSGDAA
IVDMVPGKPMCVESF SDYPPLGREFAVRDMRQTVAVGVIKAVDKKAAGAGK
) IVDMVPGKPMCVESFSDYPPLGCFAVRDMROTVAVGVIKAVDKKAAGAGK
(FYVTKSAOKANOKAK

Figura 1- Caracterizagdao estrutural do gene PTI-1 em relacdo ao EF1A e ao
Mycoplasma hyopneumoniae.* Iniciadores para regides 5 UTR, Fusao e EF1A.
Alinhamento das seqléncias da regiao codificante do EF1A (E) em relacdo ao
PTI-1 (P) (acesso no NCBI: 0i|62897653|dbj|BAD96766.1 e
0i|927065|gb|AAC09385.1, respectivamente). A figura mostra a sequéncia
modificada do PTI-1 em relagcédo a sequéncia do EF1A. Os 6 aminoacidos originais
da proteina eEF1A, que sofrem modificagdes no PTI-1, estdo representados em
vermelho .
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2-Objetivos:

Este trabalho teve por objetivo principal detectar e quantificar os produtos
de transcricao dos genes PTI-1 e EF1A em amostras de pecas cirurgicas e
sangue periférico de pacientes com CaP, HPB e CN (controle negativo) para
reavaliar o comportamento desses genes, no desenvolvimento do CaP, na
populacao.

Os objetivos secundarios foram: estimar o valor da aplicagdo clinica da RT-
PCR para deteccdo do CaP usando os genes EF1A e PTI-1 e buscar um
melhor entendimento dos mecanismos que envolvem esses no
desenvolvimento e progressado do cancer de prostata por meio da analise de
modelos da estrutura protéica dos mesmos.
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3-Material e Métodos:

3.1-Obtencao de amostras:

As amostras de sangue e tecido foram coletadas pela equipe médica do
Setor de Urologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
no periodo de 2002 a 2005. Os pacientes assinaram Termo de Consentimento
(anexo 1), concordando em participar da pesquisa, anteriormente aprovada pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Uberlandia.

A caracterizacao e separacao dos grupos foram feitas de acordo com
dados clinicos e histopatolégicos dos pacientes apresentados na tabela 1. Foram
selecionadas amostras de tecido de 70 pacientes com idade média de 66,8 anos
t+ 9,9 (+ desvio padrao), as quais foram divididas em 2 grupos: adenocarcinoma
prostatico (CaP) e hiperplasia prostatica benigna (HPB), de acordo com
caracterizagao clinica e histopatolégica. O grupo CaP foi formado por 40
amostras, das quais 36 foram obtidas de prostatectomia radical (RAD) e 4 de
resseccao transuretral (RTU). As amostras do grupo de HPB provieram de 2 RAD,
22 de RTU, 4 de puncao e 2 de prostatectomia aberta. O tecido foi coletado em
solugéao fisioldgica e posteriormente armazenado em freezer a -80°C até o
momento da extracao.

As amostras de sangue foram coletadas de 163 pacientes com idade
media de 67.64 = 8.54, destes 86 diagnosticados com HPB (65 puncdes, 20 RTU,
1 RAD) e 77 com CaP (35 pungodes, 6 RTU e 36 RAD). Foram analisadas 126
amostras de sangue de homens jovens, submetidos a exames de rotina € sem
diagnostico de doenca prostatica, com idade média de 23,3 + 4,5 (x desvio
padrdo), considerados controles negativos. Todas as amostras de sangue foram

coletadas em tubo Vacutainer™ e armazenadas a 4°C.
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Tabela 2- Caracterizagcdo dos pacientes, pertencentes aos grupos CaP, HPB,
selecionados para o estudo, em amostras de sangue periférico e tecido, quanto
ao numero amostral, idade e nivel médio de PSA.

sangue tecido
CaP HPB CaP HPB
N 77 86 40 30
Idade (anos) | 67.1 £9.3 67.71+ 8.15 65 +£9.1 69.12+10.52
PSA(ng/ml) | 17.74+21.1 10.63 £9.93 12.95 £14.9 7.04 £5.15

3.2-Extracao das amostras de RNA

As amostras de tecido e sangue foram processadas de acordo com o protocolo de
Chomczynski (1987) com algumas modificagdes (anexo Il). O RNA isolado foi
tratado com DNAse | de acordo com instrucées do fabricante (Invitrogen) e
quantificado espectrofotometricamente com leituras a 260/280nm e qualificado
por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo.

3.3- RT-PCR semiquantitativo e qualitativo.

3.3.1-Transcricao Reversa (RT) e amplificacdo do gene da beta 2

microglobulina.

A transcricdo reversa foi realizada para cada amostra, utilizando 2 ug de
RNA total, 20 U de inibidor de Rnase (Invitrogen), 40 U de Murine Moloney
Leukemia Virus Reverse Transcriptase (MMLV-RT), tampéo 1x da MMLV-RT, 200
umolar de dNTPs (dGTP, dATP, dCTP, dTTP) , 0,5 ug de iniciador hexamero e
agua DEPC, totalizando um volume final de 20pl.

A reacéo foi incubada a 37° C por 1 hora e aquecida a 95°C por 5 minutos.
O produto da transcricao reversa (cDNA) foi amplificado por PCR, utilizando-se
um par de iniciadores para o gene constitutivo da beta 2 microglobulina ( B2M- F:
5’agc aga gaa tgg aaa gic aaa 3’ e B2M- R: 5’ tgt tga tgt tgg ata aga gaa 3’)
(BUSSEMARKERS et al., 1999).
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Esse gene foi escolhido para a normalizacado das reacbes de amplificacéo
e para validar e qualificar o RNA de cada amostra.

3.3.2-Desenho dos iniciadores:

Para andlise dos genes PTIl-1 e EF1A foram desenhados iniciadores por
meio do software Primer Design, versao 2.0 e do software Oligo Tech, verséo 1.0.
Os iniciadores foram desenhados em regiées homdélogas aos genes EF1A e PTI-1
(figura 1).

O primeiro par de iniciadores corresponde a regiao 5’UTR do gene, local
que apresenta 80% de homologia ao RNA ribossémico 23S do Mycoplasma
hyopneumoniae, produzindo um fragmento de 360 pb.

O segundo par de iniciadores flanqueia uma regido de fusao entre
fragmentos 3’ e 5 dos genes PTI-1 e EF1A respectivamente e amplifica um
fragmento de 312 pb.

O terceiro par de iniciadores amplifica um fragmento de 362 pb localizado
numa regido do EF1A que apresenta 97,07% de homologia ao gene PTI-1.

3.3.3-RT-PCR semi-quantitativa para a regiao EF1A

No processo de otimizacdo, reacbes de PCR foram feitas juntas e
separadamente para cada gene, para verificar o nivel de competicdo entre os
iniciadores da B2M e do EF1A. Também foram feitas amplificagcbes dos genes
com 20, 25, 28, 30 e 32 ciclos para determinacdo do numero ideal de ciclos da
PCR , com o intuito de garantir que a amplificacao estivesse em fase exponencial.

As reacoes de PCR para analise dessa regido foram feitas em duplicata
com 2uL de cDNA,1U de Taq DNA polimerase Platinum, tampao da Taq 1X, 2,0
mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs e 10 pmoles de cada iniciador EF1A (figura 1).
Elas foram incubadas a 95° C por 5minutos e por 28 ciclos a 942 C 40 s, 612 C 40
s, 72° C 40 s, e uma extensao final a 72° C por 10 minutos.

O gene da B2M foi amplificado, separadamente, para cada amostra. A

condicao de reagédo foi: 2uL de cDNA,1U de Taq DNA polimerase Platinum,
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tampao da Taq 1X, 2,0 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs e 5 pmoles de cada
iniciador. As reacdes foram incubadas a 95° C por 5minutos e por 28 ciclos a
94°C 40s, 58°C 40s, 72°C 40s, e uma extensao final a 72°C por 10 minutos. Os
produtos de cada reagdo foram misturados na mesma proporgcdo (v/v) e
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etideo. O fragmento da B2M foi usado como normalizador das reagdes.

3.3.4-RT-PCR qualitativo para a regiao 5’ UTR :

A PCR para deteccao do mRNA da regiao UTR foi feita a partir de 4uL de
cDNA, 1U de Tag DNA polimerase Platinum, tampéao da Taq 1X, 1,5 mM de
MgCl., 200 uM de dNTPs, 6 pmoles de cada iniciador 5° UTR (figura 1) e agua
DEPC totalizando um volume de 20 pL. A reacéo foi incubada a 95°C por 5
minutos, apds essa desnaturacao inicial, seguiram-se 45 ciclos de amplificacao,
sendo: 20 a 94°C por 30s, 50°C 50s e 72°C 40s e mais 25 ciclos a 94°C por 30s,
53°C 50s e 72°C 40s; ao final foi acrescentada uma extenséo de 72° C por 10
minutos. Durante o processo de otimizagdo, varias condicdes de reagcdo foram
testadas e esse padrao foi o Unico a detectar a presenca do fragmento de 360
pb.

Os produtos de reacao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,
1,5%, corado com brometo de etideo e visualizado em aparelho VDS Pharmacia
Biothec.

3.3.5-RT-PCR semi-Nested para a regiao de Fusao:

No processo de otimizagdo para detectar a presenca da regido de fusao
foram testadas varias condicOes de reacao e combinacdes de iniciadores, sendo
que a melhor maneira de amplificar essa regiao foi verificada com o uso da PCR
semi-Nested.

A reacao de PCR foi feita com 4uL de cDNA, 1U de Tag DNA polimerase
Platinum, tampéao da Taq 1X, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs e 10 pmoles
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de cada iniciador. A reacéo foi incubada a 95° C por 5minutos e por 30 ciclos a
94°C 40s, 58°C 50s, 72°C 50s, e uma extenséo final a 72°C por 10 minutos. A
amplificagdo dessa regido foi obtida pela combinagédo do iniciador direto 5’UTR
com o iniciador reverso da fusdo e produziu um fragmento de aproximadamente
650pb.

Para a segunda reacdao de PCR foram utilizados 4uL do produto da
primeira reagcdo de PCR, 1U de Tag DNA polimerase Platinum, tampao da Taq
1X, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 10 pmoles de cada iniciador da fusdo
(figura 1) e agua DEPC totalizando um volume de 20 pL. A reagéo foi incubada a
95¢ C por 5minutos e por 35 ciclos a 94° C 40 s, 59° C 50 s, 722 C 50 s, e uma
extensao final a 722 C por 10 minutos. Os produtos foram visualizados por meio
do aparelho VDS PharmaciaBiothec apds eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etideo.

3.4-Analise do gene PTI-1 em relacao ao gene DD3

Os dados obtidos para o gene PTI-1 em sangue periférico foram
comparados aos dados do gene DD3 anteriormente obtidos por Neves e
colaboradores (2006). Essa anadlise foi feita para verificar a sensibilidade,
especificidade e acuracia desses marcadores na deteccao do CaP.

3.5-LIS-SSCP (Low lonic Strenght Single Stranded Conformation
Polymorphism)

A técnica de conformacéo polimérfica de fita simples (SSCP) foi usada para
detectar possiveis polimorfismos no gene EF1A.Os produtos de amplificacdo do
gene EF1A foram desnaturados a 95°C por 5 minutos em tampao de LIS
(sacarose 10%, azul de bromofenol 0.01% e xilenocianol 0.01%) e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrimamida-bis 30%( 49:1) em tampao TBE, a 200V,
por 18h. O gel foi corado com nitrato de prata para possibilitar a visualizacao dos
resultados.
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3.6-Leitura densitométrica para estimativa dos niveis relativos de expressao

génica

Os produtos amplificados do gene EF1A, e do gene da B2M foram
analisados e quantificados de acordo com a leitura da intensidade do sinal, em gel
de agarose, usando programa ImageMaster VDS software versao 2.0 (Amersham
Biosciences). A normalizagdo das leituras de densitometria foi feita usando a
proporgdo mMRNA do alvo:mRNA B2M e dessa forma os niveis relativos de
expressao do gene EF1A foram obtidos para cada amostra.

De acordo com os niveis de expressao obtidos, os pacientes foram
divididos em quatro intervalos de classe (£ 0,5,0,5=21,1=15¢€ > 1,5), para uma
analise mais detalhada da expressdao do EF1A em relacdo ao CaP nos grupos
estudados.

3.7-Analise estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para verificar a normalidade dos
dados. A abundancia relativa dos niveis de mRNA no sangue e tecido entre os
pacientes HPB e CaP e o grupo controle foi verificada por regresséao linear. O
teste de correlacao de Pearson foi aplicado para comparar os dados dos exames
laboratoriais clinicos aos dados moleculares, para essa analise 0s grupos
estudados foram reduzidos em virtude dos dados disponiveis nos prontuarios dos
pacientes. A razdo de chances foi estimada para se determinar a chance de um
individuo portador dos genes EF1A e PTI-1 vir a desenvolver cancer de prostata.
O teste de Crivo foi usado para estimar a sensibilidade, a especificidade, o valor
preditivo positivo, o valor preditivo negativo e a acuracia do gene EF1A. Todos os
testes foram realizados por meio do programa BioEstat v 3.0.
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3.8-Bioinformatica

Para verificar o a estrutura conformacional das proteinas do eEF1A e do
PTI-1 foi feito o alinhamento das seqiéncias (acesso no NCBI:
0i|62897653|dbj|BAD96766.1 e i|927065|gb|AAC09385.1, respectivamente),
utilizando-se o programa HHpred (SODING et al., 2005). O modelo foi criado
utilizando-se o programa Modeller 7v7 (SALI et al.,1995). Devido ao extenso gap
no final do alinhamento foi feito um refinamento de “loop” utilizando-se o programa
ModLoop (FISER et al., 2000). A estrutura do EF1A (gi|9256877|pdb|1F60|A) foi

usada como parametro para analise do modelo predito.
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4-Resultados

4.1-Analise dos niveis de expressao do gene EF1A

O padrao de amplificacao,por meio de RT-PCR semi-quantitativa, obtido
para os genes B2M e EF1A nos grupos em estudo, CN, HPB e CaP estao
representados na figura 2.

Os niveis de abundancia relativa do gene EF1A: B2M nas amostras
analisadas de sangue (n= 291, p<0,01) e tecido (n= 70, p< 0,01) seguem o
padrao de distribuicdo normal.

A anadlise da expressao dos niveis relativos da mRNA do EF1A: mRNA
B2M, por meio do teste de correlacdo de Pearson, apresentou diferenga
significativa entre os grupos analisados, tanto em sangue periférico, com p=
0,001, quanto em tecido, p= 0,0514. Houve uma tendéncia de maior expressao do
gene EF1A nos individuos do grupo CaP. As figuras 3A e 3B mostram a
distribuicdo dos pacientes de acordo com o0s grupos analisados, em sangue
periférico e tecido respectivamente, em relacdo aos niveis médios de abundéancia
relativa de mRNA do EF1A.
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Figura 2- Géis representativos da RT-PCR semi-quantitativa dos genes B2M e EF1A em
sangue periférico, de acordo com o grupo estudado. (A)-Padrdo de amplificagdo do
fragmento de 534 pb da B2M; (B): Linha 1- Padrdo de amplificacdo do fragmento de 534
pb da B2M e Linha 2- Padrdo de amplificacdo do fragmento de 362 pb do EF1A obtido
para o grupo CN (C): Linha 1- Padrdo de amplificacdo do fragmento de 534 pb da B2M
e Linha 2- Padrao de amplificacao do fragmento de 362 pb do EF1A obtido para o grupo
HPB e (D): Linha 1-Padrdo de amplificacdo do fragmento de 534 pb da B2M e Linha 2-
Padrao de amplificacéo do fragmento de 362 pb do EF1A obtido para o grupo CaP.
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Figura 3-Niveis médios da expressao relativa de transcritos do gene EF1A em (A)
sangue periférico de pacientes com CaP, HPB e do controle negativo (CN) e (B)
tecido de pacientes com CaP e HPB, obtidos por RT-PCR semi-quantitativa, curva
de tendéncia e porcentagens observadas por classe de expressao.
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Os pacientes foram distribuidos em intervalos de expressao para o gene do
EF1A de acordo com o grupo de estudo (tabela 3). Em sangue periférico notamos
que ha uma concentracdo na distribuicdo dos pacientes, dentro de cada grupo,
nos intervalos de expressao menores que 1, aproximadamente 83% a 87% dos
individuos tem niveis relativos de expressdo nesse intervalo. A analise
independente dos grupos mostra que o grupo HPB, sangue e tecido, tem
aproximadamente 67% e 83% das suas amostras concentradas no intervalo de
0,5=1 e praticamente as mesmas propor¢des nos intervalos de <0,5 e 1=21,5. No
grupo CaP observamos uma pequena proporcao de individuos com média de
expressao dentro do intervalo >1,5, porém em relagdo aos demais grupos é uma
proporcao estatisticamente significativa, p<0,05, segundo o teste binominal para
diferenca entre duas proporcdes, capaz de diferenciar os portadores de cancer

dentro desse intervalo de expressao do gene EF1A.

Tabela 3- Distribuicdo dos pacientes, CaP, HPB e CN, por intervalo médio de
expressao relativa do gene EF1A em sangue periférico e tecido, com nimero de
pacientes e respectivas porcentagens observadas para cada intervalo de classe.

sangue tecido
CaP (%) HPB(%) CN(%) CaP(%) HPB(%)
<0.5 28(36.36) 14(16.1) 60(47.62) 4(10) 2(6.66)
0.5>1 38(49.35) 58(66.66) 51(40.48) 19(47.5) 25(83.34)
1>1.5 5(6.49) 15(17.24) 14(11.11) 10(25.0) 2(6.66)
>1.5 6(7.8) 0 1(0.79) 7(17.5) 1(3.33)
total 77 87 126 40 30

Para cada intervalo de expressdo do gene EF1A foi calculada a razéo de
chances (do inglés Odds ratio (OR)) dentre os grupos, para estimar a chance de
um individuo pertencente ao respectivo intervalo possuir a patologia em questao,
CaP ou HPB. Os resultados foram: Sangue -Intervalo <0,5 CaP x HPB, OR = 2,97
(p = 0,005, ICgs¢, 1,42-6,22); CaP x CN, OR = 0,62 (p = 0,15, ICgs9, 0,3-1,12); HPB
x CN, OR = 0,2 (p = 0,0005, 1Cgs¢, 0,10-0,41) — Intervalo 0,521: CaP x HPB, OR =
0,48 (p = 0.03, 1Cgs9 0,2-0,9); CaP x CN, OR = 1.3 (p = 0,3, 1Cgs9 0,70-2,4); HPB x
CN, OR = 2,7 (p = 0,0007, ICgs9 1,5-4,9) —Intervalo 121,5: CaP x HPB, OR = 0,3
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(p = 0,06, ICgs¢, 0,11-0,96); CaP x CN, OR = 0,5 (p = 0,3, 1Cgs9 0,19-1,6); HPB x
CN, OR =1,6 (p = 0,2, ICgs5% 0,7-3,6 )- Intervalo>1,5: CaP x CN, OR = 10,56 (p =
0,02 , 1Cgs9, 1,2-89,5) e tecido —Intervalo <0,5: CaP x HPB, OR = 1,5 (p = 0,9,
ICgse, 0,2-9,11); -Intervalo 0,521 : CaP x HPB, OR = 0.18 (p = 0,0048, 1Cgs¢, 0,05-
0,5);- Intervalo1=1,5: CaP x HPB, OR = 4,6 (p = 0,09, ICgs9 0,939-23,18); -
Intervalo>1,5: CaP x HPB, OR = 6,15 (p = 0,14, ICgs¢, 0,7-53,01).

Em sangue periférico observamos uma chance, praticamente, 3 vezes
maior de um individuo possuir CaP em relacdo ao HPB para niveis relativos de
expressao do EF1A menores ou iguais a 0,5 e uma chance de 10,56 vezes maior
em relacdo ao CN para niveis de expressdo maiores do que 1,5. No intervalo de
expressao de 0,5 a 1 a chance de um individuo vir a ser HPB é 2,7 vezes maior
em comparacao ao CN. No tecido, a maior chance do individuo desenvolver CaP
em relacdo ao HPB é de 4,6 vezes para niveis de expressao situados entre 1 e
1,50.

O teste de correlacao de Pearson foi aplicado para comparar a abundancia
relativa dos niveis de mMRNA aos dados clinicos, porém para essa analise, em
virtude da disponibilidade dos resultados existentes nos prontuarios dos pacientes
os grupos foram reduzidos. Foram analisadas 102 amostras de sangue, sendo 69
pacientes do grupo de HPB e 33 do grupo CaP, e 43 amostras de tecido, das
quais 23 HPB e 20 CaP.

O coeficiente da correlacao de Pearson obtido para os niveis relativos de
MRNA do EF1A1 nos pacientes do grupo CaP,apresentou correlacdo somente
com o estadiamento TNM em tecido, p = 0,011 (figura 4 A); no sangue obtivemos
associacao positiva somente entre os niveis relativos de mRNA do EF1A1 e
idade, p = 0,000, a associagao com PSA sérico, estadiamento TNM (figura 4 B),
score de Gleason e dados de DD3 ndo foi estatisticamente significativa. A
comparacao feita entre o diagnéstico clinico, histologia e PSA sérico, expressao
do gene DDS3, idade e os niveis relativos de mRNA do EF1A no grupo de
pacientes HPB também nao foi significante.

De acordo com os dados da figura 4 A, em tecido, niveis relativos de
expressdao do EF1A mais elevados parecem estar associados a progressao do

cancer de préstata.
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Figura 4-Analise da expressao relativa do gene EF1A, obtida por RT_PCR semi-quantitativa,
dos pacientes do grupo CaP em relacdo a classificacdo TNM e curva de tendéncia observada.
A- Analise do TNM em relacao aos niveis de abundancia relativa da mRNA no tecido (p = 0,011)
B- Andlise do TNM em relagcéo aos niveis de abundancia relativa da mRNA no sangue (p>0,05)
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4.2-Analise de LIS-SSCP

O padrao de bandas obtido no gel e LIS- SSCP (figura 5) revelou que o
gene do EF1A, nas amostras analisadas, conservou a mesma seqlUéncia
nucleotidica, ou seja, em nenhum dos individuos foi observado padrdao de
migragao diferencial, logo certificamos tratar-se realmente de transcritos do gene
EF1A e ndo da do gene PTI-1, pois embora essa regidao seja homéloga aos dois
genes, no PTI-1 ela apresenta algumas trocas nucleotidicas em relacdo a
sequéncia do EF1A, que resultariam em variagdo no padrao de migracao.

Figura 5- Gel de LIS-SSCP, representativo do padrdao de migragao eletroforética

do produto do gene EF1A obtido por RT-PCR semi-quantitativa.

4.3-Analise da RT-PCR qualitativa para as regiées 5’ UTR e Fusao:

As figuras 6 e 7 sao representativas do padrédo de amplificacdo do gene
PTI-1, em sangue e tecido, regides 5’UTR e de Fusao, , obtido por RT-PCR

qualitativo e semi-nested respecitivamente.
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Figura 6- Gel representativo de RT-PCR qualitativo para deteccao da regidao 5’
UTR em amostras de sangue periférico e tecido dos grupos HPB e CaP

M-marcador de peso molecular de 100pb, Colunas de 1-12 amplificacdo do
fragmento de 360pb (presenca/auséncia) em sangue periférico e tecido . Colunas
1,2 e 3-sangue HPB, 4, 5 e 6-tecido HPB; 7, 8 e 9 sangue CaP e 10,11 e 12

tecido CaP.

Figura 7- Gel representativo da RT-PCR semi-nested para detecgdo da
regido de fusdo em amostras de sangue e tecido de pacientes HPB e CaP
M - marcador de peso molecular de 100pb, colunas 1 e 2-tecido HPB, 3 e
4 sangue HPB, 5 e 6 sangue CaP, e colunas 7 e 8 tecido CaP.
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A analise dos resultados obtidos com a amplificacao das regidées 5 UTR e
de fuséo, tanto no sangue quanto em tecido, apresentados na tabela 4, mostram
que essas regides foram detectadas em uma porcentagem maior de individuos
pertencentes ao grupo CaP, tanto em sangue quanto em tecido.

Tabela 4 -Distribuicdo dos pacientes dos grupos CaP, HPB e CN, em sangue
periférico e tecido, de acordo com a presencga do transcrito do gene PTI-1, regides
5'UTR e fuséo, obtida por RT-PCR qualitativa, em numeros e porcentagem.

Sangue tecido
CaP (77) HPB (86) CN (126) CaP(40) HPB (31)
5UTR+ | 30(38.9%) 30(34.8%) 31 (24.6%) 22(55%) 10 (32.25%)
Fusao+ | 13(16.8%) 11 (12.8%) 4(3.17%) 6(15%) 3 (9.67%)
Ambos- | 44(57.14%) 55(63.95%) 95(75.39%) 17(42.5%) 20(64.5%)

O teste de correlagcdo de Pearson foi estatisticamente significante, em
sangue periférico, quando analisamos os grupos CaP e CN x 5’UTR, p = 0,03,
CaP e CN x Fuséo, p = 0,0006 e HPB e CN x Fusao, p = 0,008. Porém, a analise
dos grupos CaP e HPB x 5'UTR x Fusdo, em sangue e tecido, nao foi
estatisticamente significante, p > 0,05.

A presenca das regides 5’UTR e de fusdo foram associadas aos dados
laboratoriais e clinicos dos pacientes. O score de Gleason e o estadiamento TNM
nao apresentaram nenhuma correlagao significativa com essas regides. A analise
da regido 5 UTR x PSA x idade no grupo CaP, sangue, apresentou correlacéo
significativa com p = 0,017 e p = 0,0018 respectivamente. No grupo HPB, sangue,
obtivemos associacao significante da regidao 5° UTR x DD3, p< 0,005 e da regido
de Fusao x idade, p= 0,013. Nas amostras de tecido, HPB e CaP, as regides 5
UTR e de Fusdo nao apresentaram correlacao estatisticamente significante com
os dados clinicos.

A razdo de chances para a ocorréncia de CaP, considerando-se a
presenca das regides 5’UTR e de fusdo do gene PTI-1, no sangue periférico, foi
1,94 vezes maior em relagédo ao HPB (p = 0,04 1Cgs9, 1,06-3,6) € 6,19 vezes maior
em relacdo ao CN (p = 0,0016 1Cgs¢, 1,94-19,77) para as respectivas regides. A
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presenca da regido de fusdo, no sangue, aumenta a chance de desenvolvimento
de HPB em 4,47 vezes em relagdo ao CN (p =0,0016 ICgse, 1,37-14,55).

Os parametros para a aplicacao da RT-PCR qualitativa, no diagnostico de
CaP, usando a deteccgao das regides 5 UTR e Fusao em sangue e tecido foram
estimados (tabela 5) e revelaram que, nesse estudo, o gene PTI-1 sozinho nao foi

um bom marcador molecular para 0 uso na clinica.

Tabela 5-Estimativa para aplicagdo da RT-PCR qualitativa para detecgdao dos
transcritos génicos do gene PTI-1, regides 5’UTR e fusdo, no diagnéstico clinico
do CaP.

Parametros sangue tecido
5°UTR Fusao 5°UTR Fusao
Sensibilidade 38.96% 16.88% 55% 15%
Especificidade 65.12% 87.21% 67.74% 90.32%
Valor preditivo + 50% 54.17% 68.75% 66.67%
Valor preditivo - 54.37% 53.96% 53.85% 45.16%
Aciiracia 52.72% 54% 60.53% 47.89%

A deteccao da presenca (P) e da auséncia (N) das regides 5 UTR e Fusao
gerou quatro haplétipos: PN, NP, PP e NN. Os grupos CaP, HPB e CN foram
subdivididos de acordo com esses haplétipos (tabela 6) e o nivel médio relativo de
expressdao do EF1A foi calculado em relacdo aos mesmos. Verificamos uma
tendéncia no sangue de queda dos niveis relativos médios de expressédo do EF1A
no grupo CaP em relacdo ao haplétipo PP. Nos grupos HPB e CN, foi observada
uma tendéncia inversa, os niveis de expressao relativa do EF1A aumentaram em
relagdo ao haplotipo PP. No tecido, os niveis relativos médios de expresséo
aumentaram no grupo CaP e praticamente se mantiveram no grupo HPB em
relacdo a positividade dos haplétipos (figura8 A e B).

Foram adotados dois modelos, no primeiro considerou-se, que a presenga
do gene PTI-1 seria relevante somente quando as duas regides, 5 UTR e fuséo
tivessem sido detectadas e no segundo considerou-se que a presenca da regiao
de fusdo seria suficiente para atestar a presenca do PTI-1. Os dados obtidos para

desses modelos, observados na tabela 6 demonstram que os niveis médios de
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expressao para o gene EF1A praticamente sao os mesmos, dentro de cada grupo
analisado, quando consideramos a presenca das duas regidbes ou somente a
fusdo. A figura 9 A e B, mostra que os niveis de expressao do EF1A em relacéao
ao gene PTI-1 apresentaram praticamente 0 mesmo comportamento em relacao a
positividade dos haplétipos.

Embora em sangue periférico, figuras 8 A e 9 A, os niveis de expressao
relativa do EF1A sejam menores no grupo CaP em relacdo ao grupo HPB,
levando-se em consideracdo o haplétipo PP, quando analisamos os niveis de
expressdao do EF1A em relacdo a esse haplétipo, somente no grupo CaP em
associacdo ao estadiamento TNM, observamos que dentro do grupo ha uma
tendéncia de aumento de expressdao do EF1A de acordo com a progressao da
doenca (figura 10).

Tabela 6- Distribuicdo dos individuos, de acordo com o grupo de estudo, em
sangue periférico e tecido, e calculo dos niveis relativos médios de expressao do
mMRNA do gene EF1A em relacao aos haplétipos do gene PTI-1, presenca (P) ou
auséncia (N) das regides 5’UTR e fuséo.

Sangue Tecido
Haplétipos* HPB mRNA CaP mRNA CN mRNA | HPB mRNA CaP mRNA
NN 55 0.729 44 0.78 95 0.56 20 0.827 18 0.904
NP 2 0.696 3 0505 0 0 1 0.72 0 0
PN 21 0.81 20 0.723 27 046 7 0.82 16  1.048
PP 9 0.809 10 0556 4 0.895 2 0.765 6 1.156
Total 87 77 126 30 40
Modelos
NN+NP+PN 78 0.750 67 0.75 122 0.538 | 28 0.882 34 00971
PP 9 0.809 10 0556 4 0.895 2 0.765 6 1.156
NN+PN 76 0.75 64 0762 122 0.538 | 27 0.882 34 0971
PP+NP 11 0.867 13 0544 4 0.895 3 0.75 6 1.158

*NN: 5’UTR —e fusdo -, NP: 5 UTR — e fusdo +, PN: 5 UTR + e fusdo — e PP: 5° UTR+
e fusdo +.
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Figura 8- Andlise dos niveis relativos de expressdao do gene EF1A, obtidos por
RT-PCR semi-quantitativa, em relacao a presenca dos haplétipos do gene PTI-1,
presenca ou auséncias das regides 5’UTR e fusdo em (A) sangue periférico e (B)
em tecido prostatico de acordo com cada grupo estudado.
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Figura 9- Analise dos niveis relativos de expressao do gene EF1A, obtidos por RT-
PCR semi-quantitativa em relacdo aos modelos (NN+NP+PN e PP e NN+PN e
PP+NP) adotados para os haplétipos do gene PTI-1, regides 5 UTR e fusdo em
sangue (A) e tecido (B) de acordo com os grupos estudados.
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Figura 10-Andlise dos niveis relativos de expressao do gene EF1A no grupo CaP,
obtidos por RT-PCR semi-quantitativa em relacdo ao modelo (NN+NP+PN e PP)
adotado para os haplétipos do gene PTI-1, regides 5 UTR e fusdo em sangue em
sangue periférico, associado ao estadiamento TNM.

Os haplétipos do gene PTI-1,considerando-se como PTI-1 negativo
somente os individuos NN, foram agrupados no sangue periférico de acordo com
a presenca/ auséncia de transcrito do gene DD3, cuja expressao esta associada a
presenca de células prostaticas tumorais circulantes. Para essa analise foram
obtidos dados de DD3, em sangue periférico, para 78 pacientes com HPB e 68
com CaP. As freqiéncias de individuos, grupos CaP e HPB, portadores de
expressao positiva para os dois marcadores, ausente para ambos e positiva para

um deles foram calculadas (tabela 7).

Tabela 7-Distribuicdo dos individuos dos grupos CaP e HPB, em sangue
periférico, de acordo com a presenca dos transcritos do gene PTI-1, regides 5’
UTR ou fusao, em relacdo a deteccéo dos transcritos génicos do DD3 obtida por
RT-PCR semi-quantitativa.

DD3 + DD3-
HPB CaP HPB CaP
PTI-1 + 8(34.78%) 16(50%) 22(40%) 14(37.8%)
PTI-1- 15(65.21%) 16(50%) 33(60%) 23(62.2%)
Total 23(41.81%) 32(58.19%) 55(59.78%) 37(40.22%)
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Os parametros clinicos de diagnésticos do CaP, nestas amostras, usando
as frequéncias do DD3 foram: sensibilidade de 47,06%, especificidade de
67,95%, acuracia de 58,22%.As frequiéncias de detecc¢ado positiva para o DD3 e
PTI-1, associadas, foram usadas para os parametros clinicos de diagnésticos do
CaP e foi estimada uma sensibilidade de 41,03% , especificidade de 80,5%,
acuracia de 61,25% . A associacao desses dois genes melhora os parametros de
especificidade e acuracia, porém é necessario que a sensibilidade do teste seja
melhor.

O calculo da razao de chances para a presenca de CaP, usando os dados
associados, gerou os seguintes resultados: DD3+ OR = 1,87 (p = 0,39, ICgs¢, 0,62-
5,64); DD3- OR = 0,91 (p = 0,99, ICgs¢ 0,38-2,14); PTI-1+ OR = 3,14 (p = 0,06,
ICgse, 1,06-9,26) e PTI-1- OR = 1,3 (p = 0,47, 1Cgs59, 0,63-3,70). Portanto individuos
portadores dos genes PTI-1+ e DD3+ tém 3,14 vezes mais chances de apresentar
cancer metastatico em relacao aos individuos do grupo CaP DD3- e PTI-1+.

4.4- Determinacao da estrutura predita do gene PTI-1 por andlise de
bioinformatica:

A estrutura predita obtida pelo modelamento da seqiiéncia da proteina do
PTI-1 (figura 11) apresentou identidade de 77% com a proteina eEF1A
(0i|9256877|pdb|1F60|A). A proteina do PTI-1 perde parte da sua extremidade N-
terminal em comparagao a da eEF1A e, no nosso modelo, apresentou uma regiao

na extremidade carboxi-terminal que parece conferir instabilidade a molécula.
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Figura 11-Estrutura tridimensional das moléculas do A- gene EF1A (gi|9256877|pdb|1F60|A), B gene PTI-1 e C sobreposicao
das imagens. As setas azuis indicam a regido exclusiva do Gene EF1A, a qual corresponde ao dominio | que é perdido na
molécula do PTI-1. As setas em vermelho mostram uma regido na extremidade carboxi terminal da molécula, que
provavelmente, devido a sua conformacao, confere instabilidade para a mesma.
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5-Discussao

A expressao alterada do eEF1A tem sido ligada a transformacéao
fenotipica em varios estudos independentes e em diferentes sistemas (WANG
et al., 1997; GOPALKRISHNAN et al., 1999). De fato, o papel do eEF1A na
oncogénese tem sido investigado em cancer de prostata. Nessas células
tumorais, foi identificado o oncogene dominante PTI-1, cuja expressao ocorre
também em linhagens celulares de carcinoma de mama, colén e pulmao, mas
nao em células normais (LAMBERTI et al., 2004). Os estudos publicados a
respeito gene PTI-1 afirmam que o seu transcrito se expressa em células
tumorais prostaticas e esta ausente em células normais e de hiperplasia
prostatica benigna (SHEN et al., 1995; SUN et al., 1997 , GOPALKRISHNAN et
al., 1999). Entretanto, o transcrito analisado em todos esses trabalhos, foi na
sua maioria isolado de cultura de células, e muitas vezes se restringiu a RT-
PCR da regido 5 UTR desse gene; com excecado de Mansilla e colaboradores
(2005) que conseguiram amplificar a regidao 5 UTR e de fusdo em diversas
linhagens celulares e em sangue periférico de 8 doadores.

Este estudo teve como objetivo detectar e quantificar os produtos de
transcricdo do gene PTI-1 nas regides que o caracterizam, 5 UTR, Fusao, e do
transcrito do gene do eEF1A, de uma regido homdéloga ao PTI-1, em amostras
de pecas cirurgicas e de sangue periférico de pacientes com CaP e HPB, para
melhor compreender o papel desse oncogene no adenocarcinoma prostatico.

Os resultados obtidos por meio da analise dos niveis relativos de mRNA
do EF1A, demonstraram que em tecido a abundancia relativa do transcrito
génico foi significativamente maior no grupo CaP, sendo capaz de diferencia-lo
do grupo HPB. Observou-se também uma correlacéo significativa, (p = 0,011),
entre a associacao TNM x niveis relativos de mRNA do EF1A no grupo CaP, o
que mostra que em tecido existe uma tendéncia de aumento de expressao do
EF1A em relacdo a progressao da doencga. Ao analisarmos os niveis relativos
de expressdao do EF1A no tecido em relacdo aos intervalos de expressao
estabelecidos, notamos que os pacientes do grupo HPB tem 90% de suas
amostras com niveis relativos de expressdo do EF1A dentro dos intervalos de

expressdao menores do que um; como o diagnostico dos estagios iniciais de
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cancer assemelha-se muito as alteragdes laboratoriais e clinicas da hiperplasia
benigna (KRUMHOLTZ, CARVALHAL et al., 2002; CATALONA, 2004), existe a
possibilidade dos pacientes, com niveis de expressdao acima de um, possuirem
micro focos de células pré-tumorais, com alteracbes moleculares, mas nao
afetando a morfologia celular. No grupo CaP 42,5% das amostras analisadas
apresentaram niveis de expressdo do EF1A maiores do que um,
provavelmente, esses estejam relacionados a progressao e evolugao do cancer
para um processo metastatico pois foi observada também uma correlagao
significativa com a classificagdo TNM. Além do seu papel fundamental na
traducao, o EF1A, desempenha inimeras outras fungdes; acredita-se que ele
esteja envolvido na organizacdo do citoesqueleto, formando complexos com
outros componentes celulares como a actina e ha evidéncias de que estruturas
citoesqueléticas contendo actina sejam importantes na motilidade celular
requerida nos processos de metastase (EDMONDS et al., 1996). O mRNA do
EF1A tem alta expressdo em tumores humanos gastricos,de pancreas, colon,
mama e pulmao. De acordo com o célculo da razdo de chances, um individuo
com niveis de expressao do EF1A compreendidos no intervalo de 1 a 1,5 tém
4,6 vezes mais chances de possuir CaP, fato que reforca mais a chance de
membros do grupo HPB dentro desse intervalo virem a desenvolver CaP.

Em sangue periférico, detectou-se um nivel relativo de expressdo do
mRNA do EF1A maior no grupo CaP, porém nao obtivemos correlagdo
estatisticamente significativa com os dados clinicos. A analise dos intervalos de
expressdao do EF1A mostrou que em média 85,5% dos pacientes dos grupos
estudados tém niveis relativos de expressao menores ou iguais a um. Apenas
uma pequena, mais significante, parcela de individuos do grupo CaP, 7,8%,
apresenta niveis de expressao relativa maiores ou iguais a 1,5. Provavelmente,
essa pequena parcela de individuos do grupo CaP esteja em progressao para
um fendtipo metastatico.

O célculo da razao de chances mostrou que para niveis de expressao do
EF1A menores ou iguais a 0,5 a chance de um individuo ser portador de CaP é
3 vezes maior em relagdo aos pacientes do grupo HPB e que para niveis de
expressdo iguais ou maiores do que 1,5, a chance um individuo vir a
desenvolver CaP é de 10,56 vezes maior em relacao aos pacientes do grupo
CN. O fato das maiores probabilidades de um individuo vir a desenvolver CaP,
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esta associado aos niveis de expressao menores do que 0,5 e maiores do que
1,5, pode estd relacionado a presenca continua de células prostaticas na
circulacdo (GHOSSEIN et al., 1999) as quais no inicio de formacao do tumor
prostatico sao pouco diferenciadas fazendo com que se detectem niveis baixos
de transcritos do mRNA do EF1A e ou niveis normais, pois abaixo de um os
niveis de expressdao permanecem uniformes para 0s grupos estudados.
Quando ocorre a progressao da diferenciacéo celular os niveis de mRNA do
EF1A aumentam em virtude de um maior nimero de células tumorais ou
mesmo metastaticas na circulacdo, a associacdo dos niveis relativos de
expressao do EF1A ao TNM mostra que a linha de tendéncia cresce do estagio
T1 para T2 e depois mantém-se quase estavel em direcdo a T3. Embora néo
tenhamos encontrado associacao significativa entre os niveis relativos de
expressao do EF1A, no sangue e os dados clinicos, nao podemos descartar a
mesma, pois esse fator de elongacado exerce inumeras fungdes associadas a
outros processos fisioldgicos e celulares como sinal de transducado (YANG &
BOSS 1994), organizacao do citoesqueleto (SHIINA et al.,1994; KURASAWA
et al., 1996), infeccao viral (CIMARELLI & LUBAN 1999), diabetes (REYNET &
KAHN 2001) e senescéncia (CAVALLIUS et al.,1986) que podem mascarar o
seu efeito em um processo isolado. A propria faixa etaria dos pacientes pode
estar exercendo uma forte influéncia na expressdao desse gene em sangue
periférico.

A andlise de regressao linear obtida dos dados cruzados: ldade x mRNA
do EF1A (p=0.000), mostra uma associagdo entre 0 aumento de idade e os
niveis relativos do EF1A, assim, parece que as condicoes fisiol6gicas
relacionadas a idade afetam mais os niveis relativos de expressao do EF1A do
que o fato desses pacientes terem células tumorais circulantes ou ndo, uma
vez que nao observamos correlacédo dos niveis relativos de mRNA do EF1A no
sangue com o estadiamento TNM.

A técnica de SSCP demonstrou, pelo padrao de bandas obtido, que
realmente os transcritos analisados eram do gene EF1A, pois essa regido tem
alta homologia a do gene PTI-1; porém neste sdo observadas algumas
mutacdes de ponto em relacdo a sequéncia daquele, o que resultaria em um
padrdo de migracao eletroforética diferencial entre os individuos caso se
tratasse do transcrito do gene PTI-1.
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As regides 5’UTR e de Fusao, que sao exclusivas do gene PTI-1,
controverso a literatura, foram detectadas em amostras de individuos CaP,
HPB e CN. Embora tenhamos verificado a maior freqiéncia dessas regidées no
grupo CaP, esta nao foi estatisticamente capaz de diferenciar os individuos em
CaP e HPB, tanto no sangue periférico quanto em tecido. A presenca do
transcrito do gene PTI-1 estabeleceu diferenca significativa, em sangue
periférico, caracterizando os grupos CaP e HPB em relagdo ao grupo controle
CN. A presencga das regides 5" UTR e de fusao foi analisada em relagdo aos
dados clinicos e histologicos, dentro de cada grupo e separadamente. No
grupo CaP, sangue, a associagao da regido 5 UTR x PSA foi estatisticamente
significativa, p = 0.0017, porém nao foi observada associagdo com as demais
condicoes histopatoldgicas, fato que nos permite afirmar que, no nosso estudo
essa regiao, assim como o PSA, é um indicativo de alteragdes na préstata, e
ou que ela tem expressao associada aos estagios primordiais do mecanismo
de carcinogénese nos quais nao necessariamente ha alteracao histopatolégica.
No grupo HPB, sangue, foi observada uma correlacao entre a regiao 5 UTR x
DDS3, p <0,05; esta associacao permite reforcar a acuracia para classificacao
de amostras de HPB e também relacionar a expressao dessa regidao a
disseminagéo de células tumorais no processo metastatico.

A estimativa da razao de chances para a ocorréncia do CaP em relacao
a presenca do transcrito, 5’UTR, do gene PTI-1 foi de 1,94 vezes maior em
relacdo ao HPB, demonstrando que apesar de nao estabelecermos associacao
consideravel com dados clinicos, conforme a literatura, os individuos
portadores do gene PTI-1 tém uma predisposicao relativamente maior em
desenvolver CaP em relacdo aos individuos cuja expressado esta ausente.
Porém, o uso do gene PTI-1 no diagnéstico clinico, de acordo com os
parametros de sensibilidade, especificidade e acuracia, ndo € capaz de
estabelecer um resultado conclusivo devido a sua baixa sensibilidade e
acuracia.

Os transcritos obtidos com a amplificacdo das regides 5 UTR e fusao,
foram agrupados de acordo com a presenca / auséncia de deteccdo em 4
haplétipos (NN, NP, PN,e PP) para tentarmos elucidar como o gene PTI-1 afeta
os niveis relativos do mRNA do EF1A em relacao ao CaP. Os niveis médios de
expressao relativa do gene EF1A foram comparados dentro dos grupos, em
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sangue e tecido, para cada haplétipo. Para verificar se as regides 5’'UTR e de
fusdo afetavam a expressdo do EF1A do mesmo modo, foram criados dois
modelos, no primeiro considerou-se, que a presenca do gene PTI-1 seria
relevante somente quando as duas regides, 5 UTR e fusédo tivessem sido
detectadas e no segundo considerou-se que a presenca da regido de fuséo
seria suficiente para atestar a presenca do PTI-1.

Esses modelos foram escolhidos de acordo com a caracterizacao
estrutural do gene PTI-1, visto que, embora regido 5’UTR seja exclusiva do
gene em relacao ao EF1A, sua homologia com o Mycoplasma hyopneumoniae
poderia implicar na deteccdo dessa bactéria, resultando em falso positivo;
enquanto a regidao de fusdo, a qual contém homologia com as duas
sequéncias, M. hyopneumoniae e EF1A, s6é seria detectada em individuos
portadores de transcritos do gene PTI-1; outra razdo para o uso desse modelo
€ que esperavamos que essas regides fossem detectadas de forma
simultanea, uma vez que se trata de amplificacdo de fragmentos do mesmo
gene.

Uma das razbes que pode ter afetado a deteccdo dessas regides,
especialmente a de fusdo, é o fato de que nessa regidao estdo sendo
detectadas algumas mutacées em relagcdo a sequéncia original do PTI-1
(nimero de acesso no NCBI : L41490) e nossos iniciadores foram desenhados
de acordo essa sequUéncia. Mansilla et al.,2005 descreveu duas mutacdes
nessa regidao, C726A e C746A, e a dultima coincide com a regido de
anelamento, posicao 734 a 752pb, da sequéncia do iniciador reverso da regiao
de fuséo.

Os resultados revelaram que os niveis de expressao do EF1A assumem
0 mesmo comportamento quando analisados em relacdo aos 4 haplétipos ou
aos dois modelos adotados nos grupos HPB e CaP, tanto em sangue quanto
em tecido. Portanto, podemos afirmar que a presenca das regides de fusdo e 5°
UTR caracterizam a presenca do gene PTI-1. Nossos resultados mostram que
a presenca do transcrito do gene PTI-1, em tecido, afeta de maneira
significativa os niveis de abundancia relativa do EF1A no grupo CaP, enquanto
ha uma tendéncia desses permanecerem quase constantes no grupo HPB.
Esse fato nos permite afirmar que o PTI-1 pode estar estimulando um aumento
na expressdao do EF1A contribuindo para transformagdo fenotipica e a
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progressao do céancer; pois segundo Edmons e colaboradores (1996), a alta
expressao do EF1A estd correlacionada com aumento do potencial
metastatico, provavelmente, devido a sua interacdo com a actina do
citoesqueleto, um efetor de metastases.

Em sangue periférico notamos uma tendéncia inversa, os niveis relativos
de mRNA sdao menores no grupo CaP quando o gene PTI-1 esta presente,
enquanto no grupo HPB, verificamos uma tendéncia de discreto aumento dos
niveis do transcrito EF1A. A andlise dos niveis relativos de mRNA do EF1A e
da presenca do gene PTI-1, somente no grupo CaP em associacdo com o
estadiamento TNM mostra que esse gene parece estar relacionado a
progressao da doencga para um fenétipo metastatico.

Porém, a presenca do gene PTI-1 fez com que os niveis relativos de
expressao do EF1A fossem menores no grupo de CaP em relacdo aos grupos
HPB e CN, talvez devido ao fato de esse que gene também possa estar
exercendo uma competicdo a nivel transcricional com o EF1A nos estagios
mais avancados da doenca. Visto que, na analise em sangue periférico,
considerando-se apenas 0s niveis de expressdao do EF1A, a curva de
tendéncia cresce na direcdo de T2 a T3 e depois tende a manter-se estavel
com uma discreta queda.

De acordo com os dados obtidos da analise da variagdo da expressao
do EF1A associado a positividade de expressao do PTI-1 em sangue e tecido,
nossa hipétese é a de que no processo inicial de carcinogénese a presenca do
PTI-1 esteja estimulando a transformacao fenotipica celular. Os niveis de EF1A
aumentam fazendo com que ocorra uma maior proliferacdo celular
(GANGWANI et al., 1998) e o cancer se estabelece no 6rgao.

Porém, com o avango da carcinogénese, possivelmente, ocorre uma
competicao entre a forma truncada da proteina do EF1A, codificada pelo PTI-1,
e a proteina do EF1A a fim de que essa, neste estagio da doenca, tenha sua
expressao reduzida, visto que os altos niveis de expressao do EF1A estdo
associados ao processo de apoptose (KATO, 1999; DUTTARQY et al., 1998;
CHEN et al., 2000). Desde modo, explicando o comportamento dos niveis
relativos de expressdo do EF1A quando analisamos o grupo CaP, em tecido,

doenca provavelmente confinada ao 6rgdo na maioria das amostras



76

analisadas, € no sangue, processo final de diferenciacdo e evolucdo para
doenca metastatica.

A presenca do gene PTI-1 foi analisada em associa¢do a presenga do
gene DD3 para estimar os valores desses marcadores aplicados ao
diagnéstico. Em relacdo ao uso de cada um separadamente, verificamos que
juntos eles melhoram o valor do diagnéstico em termos de especificidade,
acuracia e valor preditivo positivo. Mas ainda sim, se faz necessario elucidar os
mecanismos moleculares envolvidos no cancer de prostata para que se possa
estabelecer biomarcadores com maior aplicabilidade clinica.

O calculo da razdo de chances para desenvolvimento de Cap mostrou
que os individuos portadores dos genes PTI-1 e DD3 tém 3,14 vezes mais
chances de desenvolver cancer metastatico em relacdo aos individuos DD3
negativo e PTI-1 positivo. O valor preditivo do gene PTI-1 & baixo, os
resultados demonstram que ele é um fator de associado a progressdao da
doenca e ao potencial metastatico.

A analise do modelo 3D criado para proteina predita do PTI-1 revelou
que esta molécula apresenta uma estrutura instavel, além de perder o dominio
I, ligante de GTP da extremidade N-terminal, ela também apresenta uma regiao
na extremidade carboxi-terminal exclusiva e com uma conformacao altamente
instavel. Embora todas as explicagcbes da oncogenicidade do PTI-1 estejam
baseadas nas caracteristicas da proteina nenhum estudo demonstrou a
presenca da proteina do PTI-1 in vivo (GOPALKRISHNAN et al., 1999;
MANSILLA et al., 2005).

Estudos do padrdo de super-expressao da proteina do PTI-1
demonstram que essa proteina é distribuida uniformemente no citoplasma e
excluida do nucleo, uma caracteristica também apresentada pela forma
enddgena da eEF1A. Devido a similaridade dessas proteinas, os anticorpos
capazes de reconhecer a eEF1A também reconhecem a proteina do PTI-1
simultaneamente (MANSILLA et al., 2005). Portanto, parece ndao haver um
consenso sobre qual proteina, realmente, esta sendo detectada.

Baseado nos nossos dados, e nos dados disponiveis na literatura; nossa
hipétese € a de que o gene do PTI-1 seja um produto de recombinacao
cromossémica formado durante o processo de edicio do RNA, pois
encontramos uma grande dificuldade em detectar a regido de fusdo desse
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gene, e de acordo com a literatura, aparentemente, seqliiéncias completas de
rRNA 23S de bactéria e micoplasma tém sido capazes de se fusionar a regiao
5 UTR do PTI-1 e por sua vez, o EF1A é fusionado ao rRNA 23S do
micoplasma. O fato dessas sequéncias possuirem zonas de overlap e o rRNA
23S ter uma seqUéncia muito conservada, podem auxiliar o acontecimento
dessa fusao (MANSILLA et al., 2005).

A presenca de multiplos pseudogenes do EF1A no genoma humano
(MADSEN et al.,1990) aumentam a possibilidade para ocorréncia de rearranjos
cromossémicos durante ou apds infeccdo com micoplasma. A origem desse
transcrito é intrigante, sua presenca parece estar relacionada a infeccdo, em
algum momento, pelo micoplasma.

Acreditamos que, pela estrutura protéica predita, o gene PTI-1 esteja
exercendo uma competicdo com o gene do EF1A a nivel transcricional, ora
induzindo ora inibindo a transcricao e traducéo da proteina eEF1A e que o seu
transcrito induza a oncogenicidade, independente da presenca da proteina
truncada.

Nossos resultados demonstram que o fator de elongacédo 1A e o PTI-1
parecem estar envolvidos nos mecanismos que agem na progressao e
desenvolvimento do cancer de préstata, porém devido ao fato desses genes
estarem atuando e modificando diversos processos celulares se faz necessaria
uma investigacdo mais detalhada das possiveis vias de atuacao desses genes
para elucidar os mecanismos que, direta ou indiretamente, regulam o
crescimento e a transformacdo celular, para que melhor entendamos as

alteracoes a nivel de regulacao durante a transformagédo oncogénica.
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6-Conclusoes

* Nossa hipétese é que em um dos diferentes processos de
carcinogénese a presenca do PTI-1 possa estar estimulando a
transformacao fenotipica celular. Os niveis de EF1A aumentam fazendo
com que ocorra uma maior proliferacdo celular e o cancer se estabelece

no érgao.

« Em processos avancados de carcinogénese, possivelmente, ocorre
competicao entre a forma truncada da proteina do PTI-1, e a proteina do
EF1A a fim de que essa, neste estagio da doenca, tenha sua expressao
reduzida, visto que os altos niveis de expressdao do EF1A estdo
associados ao processo de apoptose (CHEN et al., 2000).

 Provavelmente o gene PTI-1 seja um produto de recombinacao
cromossémica formado durante o processo de edigdo do RNA.

» Acreditamos que, pela estrutura protéica predita, o gene PTI-1 esteja
exercendo uma competicdo com o gene do EF1A a nivel transcricional,
ora induzindo ora inibindo a transcricao e tradugcao da proteina eEF1A e
que o seu transcrito induza a oncogenicidade , independente da
presenca da proteina truncada.

e O EF1A e o PTI-1 estdo envolvidos nos mecanismos que agem na
progressao e desenvolvimento do cancer de prostata, porém devido ao
fato desses genes estarem atuando e modificando diversos processos
celulares se faz necessaria uma investigacdo mais detalhada das
possiveis vias de atuacao desses genes para elucidar os mecanismos
que, direta ou indiretamente, regulam o crescimento e a transformacéao
celular, para que melhor entendamos as alteracdes que ocorrem em

nivel de regulacdo durante a transformagéo oncogénica.
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Anexo I

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA

Termo de Consentimeno

O laboratério de Genética Molecular dirigido pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho
juntamente com o Servi¢co de Urologia, do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia, estdo realizando um estudo genético relacionado ao Cancer de Prostata.

O projeto consiste no estudo da Biologia Molecular do Cancer de Prostata.

Para a realizacdo dos exames laboratoriais, serdo necessdrias a coleta de 15 mL
de sangue periférico e bidpsias de tecidos tumorais da prostata. Cabe ressaltar que todo
o material utitilizado serd estéril e descartavel, e, no caso das bidpsias, serdo realizadas
juntamente com os procedimentos rotineiros do centro cirdrgico do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia, onde serdo realizados os exames de RNA e
DNA.

E direito do paciente pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da pesquisa,
destino do material coletado e resultados dos exames realizados.

Espera-se que, com este estudo, seja possivel detectar em que estigio de
desenvolvimento se encontra a doenga no paciente, bem como definir os possiveis
biomarcadores a serem utilizados na detec¢do precoce, auxiliando o tratamento.

Almeja-se, com isso, estabelecer um programa de tratamento precoce e
integrado do paciente, a fim de prevenir o desenvolvimento da doenga.

Os pacientes e contatos familiares que concordarem em participar da pesquisa
poderao desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo préprio.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, Eu,

b

concordo em colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos,

Assinatura:

Testemunhas:




Anexo Il: PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE RNA DE SANGUE PERIFERICO

1- Colocar todo o sangue em um tubo limpo de 15 ml

2- Centrifugar o sangue por 10 min. a 2.500 rpm, a 4°C

3- Descartar o plasma e deixar no maximo 2,5 ml no tubo

4- Adicionar 9 partes de cloreto de amdnio e 1 parte de bicarbonato de amémio
(para 2,5 ml de sangue: 11,25 ml de cloreto e 1,25 ml de bicarbonato (fazer a
solugéo antes de adicionar as células)

5- Inverter delicadamente para misturar

6- Incubar em gelo por 10 min.

7- Centrifugar por 15 min. a 3000 rpm a 4°C e desprezar o sobrenadante

8- Adicionar 1 ml de solugédo D

9- Adicionar 7,2 ul de /2 mercaptoeptanol

10-Agitar levemente e mergulhar em gelo

11-Adicionar 100 pl de acetato de sédio 2M pH=4

12-Adicionar 1 ml de fenol saturado em agua pH=4

13-Acrescentar 200 pl de cloroférmio — alcool isoamilico (49:1 — 196 ul
cloroférmio : 4 ul isopropanol)

14-Agitar em vortex a suspensao por 10 s. e distribuir a mistura em microtubos
de 2 ml.

15-Colocar em gelo por 15 min.

16-Centrifugar a amostra por 15 min a 12.000 g. a 4°C.

17-Transferir no maximo 1 ml da fase aquosa para outro microtubo e adicionar 1
ml de alcool isopropilico, mantenha a —20°C overnight

18-Centrifugar a 12.000 g por 15 min a 4°C e descartar o alcool com cuidado

19-Lavar o precipitado colocando primeiro 700 ul de alcool etilico absoluto e em
seguida 300 ul de agua DEPC

20-Centrifugar o precipitado a 12.000 por 10 min a 4°C

21-Deixar secar a temperatura ambiente por aproximadamente 30 min e

ressuspender em 50 pul de agua tratada com DEPC



REAGENTES E SOLUGOES PARA O TAMPAO DE LISE CELULAR

Preparo Solugao
Solugéo de Trabalho | Estoque de Trabalho
320 mM de Sacarose 100% 43,13 g
10 mM Tris-HCIpH 7,5| 1M 4,0 ml
5 mM MgCl, 1M 2,0ml
Triton X-100 100% 4.0 ml
Agua Completar até 400 m|
MASTER MIX *
Preparo Solugdo
Solugédo de Trabalho | Estoque de Trabalho
10 mM Tris-HCIpH7,5| 1,0M 2,0 mi
10 mM EDTA 05M 4,0ml
10 mM NaCl 3,0M 667 ul
0,5 % SDS 10% 10,0 ml
Proteinase K 10 mg/mi b
Agua Completar até 400 ml

* Pode ser armazenado a temperatura ambiente

** A proteinase K é adicionada na hora do uso, e assim que manipulada, deve ser

recongelada a -20°C rapidamente

REAGENTES PARA PREPARAGCAO DA SOLUGAO D

Reagente Solugdo de Trabalho
Tiocianato de Guanidina 50 g
Citrato de S6dio 0,75 M, pH 7,0 3,52 ml
Sarcosil 10% 53 ml
Agua DEPC 58,6 ml




Anexo lll: ESTADIAMENTO DOS ADENOCARCINOMAS DA PROSTATA,
CLASSIFICAGAO DE WHITMORE-JEWETT E TNM 1992

WHITMORE-JEWETT

TNM 1992
T- Tumor primario N- Linfonodos
M- Metastases (proposto pela Unido
Interancional contra o Cancer)

A Tumor n&o palpavel no toque retal

A1 Tumor ndo palpavel ocupando <5 % da
prostata

A2 Tumor nao palpavel ocupando > 5 % da
préstata

B1 Nédulo < 1,5 cm em um lobo prostatico

B2 Nédulo > 1,5 cm efou ocupando os dois
lobos da prostata

C1 Extens&o peri prostatica minima (sulcos)

C2 Invasdo da base das vesiculas seminais
com ou sem invasdo dos sulcos

C3 Invasdo da base das vesiculas seminais
com ou sem a invasdo de outros érgados
adjacentes

pTx Tumor néo avaliado

pTo Sem evidéncia de tumor

pT1  Tumor incidental impalpavel e invisivel
por técnicas de obtengéo de imagens

pT1a Tumor incidental ocupando < 5 % do
tecido ressecado

pT1b Tumor incidental ocupande > § % do

tecido ressecado

Tumor ndo palpavel ou visivel por

imagem, diagnosticado por bidépsia com

agulha em um ou ambos os lobos, em

pacientes com PSA sanguineo elevado

pT2 Tumor limitado & glandula

pT2a Até metade de um lobo ou menos

pT2b Até mais da metade de um lobo porém
n&o os dois lobos

pT2c Comprometimento dos dois lobos

pT3 Tumor vai além da cépsula prostatica

pT3a Extensdo extra capsular unilateral

pT3b Extensdo extra capsular bilateral

pT3c Tumor invade vesicula seminal

pTic

pT4 Tumor fixo ou invadindo outras estruturas
pélvicas adjacentes exceto as vesiculas
seminais

pT4a Tumor invadindo o colo vesical efou o
esfincter externo efou o reto

pT4b Tumor invadindo o musculo elevador do
anus efou fixo a parede pélvica

D1 Metastases em linfonodos pélvicos

pNx Linfonodos regionais nao avaliados
pNo Sem metastases ganglionares

pN1 Um linfonodo envolvido < 2 cm

pN2 Um linfonodo >2 <5 efou multiplos <5cm
pN3 Linfonodos envolvidos > 5 cm

Do Metastases nio identificadas
D2 Metastases a distancia

D3 Resistente ao tratamento hormonal

pMx Metastases ndo avaliadas
pMo Sem metastases a distancia
pM1 Metastases presentes

pM1a Linfonodo(s) n&o regional(is)
pM1b Osso(s)

pM1c Outras localizagbes




Anexo IV

SISTEMA DE GRADAGAO HISTOLOGICO DE GLEASON

Escala de Gleason

GLANDULA
MARGENS Padrio Glandular Tamanho Distribuicio
GLEASON .
Bem Simples
definida Separadas Médio Pacote fechado
Redondas
Menos Simp::sd- Sn(aiparadas Pequeno Espagamento médio de
definida eeangas Meédio um diémetro glandular
Mais Variadas Grande
Simples, separadas, mais Espagamento médio de mais
[rregular irregular Pequeno de um didmetro glandular.
Infiltrada Massas epiteliais redondas Raramente em pacotes.
cribiformes ou papilar Massas arredon- dadas ¢/
Irregular Mass?z fé?;:s“im M Massas epiteliais
Infiltrada do tipo hipemefrside q anaplasicas irregulares
Poucos e pequenos limens .
Mal L Massas irregulares
definida eV Ly pot e Pequeno ou corddes com

epitelial solida &s vezes
com necrose central

CONtOrnos pouco

Padrdes Anatomop'atolégicos definidos
Adenocarcinoma da Prostata
Fonte: Gleason (1977).2 a 4 Diferenciado. 56 e 7 Moderadamente Dif. 8 a 10 Indif.

* Como os adenocarcinomas da préstata apresentam mais de um padréo

histolégico, o diagnéstico final na escala Gleason é dado pela soma dos graus do

padrdo primario (predominante) e do padrdo secundario (segunda menor area
representada) (Stamey; McNeal 1992; Isaacs, 1997; Srougi, 1998).



