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RESUMO

Varios estudos tém sido realizados na tentativa de descobrir novos biomarcadores capazes
de diferenciar o cancer de prostata da hiperplasia benigna, com objetivo de auxiliar ou mesmo
suplantar os métodos de triagem diagndstica atual, niveis de PSA total sérico e o exame de
toque retal, principalmente por suas deficiéncias.

Este estudo teve como objetivo avaliar, por PCR em tempo real, o potencial dos genes
LSP1 (Leukocyte Specific Protein 1) e RNASEL (Ribonuclease L 2,5’ — oligoisoadenilato —
sintetase dependente) como biomarcadores para o cancer de prostata em amostras de tecido e
sangue periférico de pacientes com CaP, HPB e de sangue de voluntarios saudaveis (grupo
controle); e verificar sua eficiéncia como possivel método complementar de diagnéstico para
essa doenca.

A partir de uma triagem de 630 homens, foram selecionados 170 individuos com mais de
45 anos e com exame de toque retal suspeito e/lou PSA > 2,5 ng/mL, sendo indicados a
bidpsia prostatica. Dentre estes, 60 pacientes foram diagnosticados com cancer de prostata
(CaP) e 30 com hiperplasia prostatica benigna (HPB). Adicionamente, um grupo de 60
homens voluntarios saudaveis com idade média de 22 anos foi utilizado como grupo controle.
O RNA total dessas amostras foi extraido e convertido em cDNA e 0s niveis transcricionais
de ambos os biomarcadores foram obtidos por quantificagcéo relativa na PCR em tempo real.
O cutoff de todas as andlises foi estabelecido a partir da curva ROC.

N&o houve diferenca estatistica nos niveis de expressdo em tecido prostatico, contudo, os
niveis relativos dos genes LSP1 e RNASEL no sangue periférico, analisados individua mente
para um cutoff de 1.79 e 1.25, apresentaram, respectivamente, chances 3,5 vezes maiores para
a ocorréncia de HPB quando comparado ao CaP e 3,2 para a ocorréncia do CaP em
comparacdo a HPB. O uso combinado destes marcadores apresentou chances 4,5 vezes
maiores para a ocorréncia do CaP quando comparado a HPB; com 80% de sensibilidade, 96%
de especificidade e 91% de acurécia, utilizando os mesmos val ores de cutoff.

Este é 0 primeiro relato da aplicacdo destes dois genes no diagnodstico do cancer de
préstata, e também a primeira vez que se usa dois genes com aplicagdes contrastantes, sendo
gue o LSP1 detecta principalmente o HPB e o RNASEL detecta o cancer, e juntos tém a
capacidade de discriminar os casos de cancer de prostata com 91% de precisdo. Esses fatos
demonstram seu potencial de aplicabilidade na prética clinica, com reducéo das biopsias

negativas e sem causar desconforto aos pacientes.



ABSTRACT

Severa studies have been conducted in an attempt to discover novel biomarkers that are
able to distinguish prostate cancer (PCa) from benign prostatic hyperplasia (BPH) with the
purpose of helping or even supplant the current diagnostic methods, the total serum PSA
levels and the digital rectal examination (DRE), mainly due to their deficiencies.

Our study aimed to evaluate, by real time PCR, the potential use of the LSP1 (Leukocyte
Secific Protein 1) e RNASEL (Ribonuclease L 2,5 — oligoisoadenilato — sintetase
dependent) genes as biomarkers of prostate cancer in tissue samples of patients with PCa and
BPH, and aso in the periphera blood of patients and healthy volunteers (control group); and
verify their efficiency as a possible diagnostic method for this disease.

A prior screening of 630 men, 170 men over 45 years old were included in the sampling
because of suspicious DRE and/or PSA>2.5 ng/mL, with indication of prostatic biopsy, which
60 were PCa and 30 BPH patients. A group of 60 healthy volunteers men with a mean age of
22 years was used as control. Total RNA from these samples were converted into cDNA and
transcriptional levels of biomarkers were measured by relative quantification in real-time
PCR. The cutoff value was established for al tests from a ROC curve estimation.

There was no statistical difference in the levels of expression in the prostate tissues
between PCa and BPH groups. However, in the peripheral blood, higher LSP1 levels
presented a 3.5-fold higher odds to occur in BPH than in PCa. Similarly, higher levels of
RNASEL presented a 3.2-fold more likely to occur in PCa samples than in BPH ones.
Considering the cut-off values for both genes, the duplex anadysis (LSP1 negative and
RNASEL positive; 1.79 and 1.25, respectively) generated an odds ratio of 4.5-fold for PCa
diagnostics, with 80% sensitivity, 96% specificity, and 91% accuracy.

This is the first report on the application of the LSP1 and RNASEL genes in prostate
cancer diagnostics, and also the first to use contrasting differential responses of the two genes,
where the LSP1 detects mainly the BPH status and the RNASEL detects the cancer, which
together are able to discriminate the prostate cancer cases with 91% precision. These factors
showed the ability for applicability in clinical practice of these biomarkers, reducing the

negative biopsy and without causing discomfort to patients.
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1INTRODUCAO GERAL

1.1 Principais car acteristicas da Hiper plasia Prostatica Benigna e do Céancer de
Prostata

Algumas das patologias mais comuns, como as prostatites, a hiperplasia prostética
benigna e o cancer de préstata, acometem, principalmente, homens acima dos 50 anos de
idade (SROUGI; CURY, 1998).

A Hiperplasia Prostética Benigna (HPB) é caracterizada por um aumento notério do
componente acinar prostético em relacdo aos componentes intersticial e capsular, acarretando, por
consegiiéncia, aumento volumétrico da préstata (SROUGI; CURY, 1998). Ocorre em quase
80% dos homens por volta dos 80 anos, sendo responsavel por infecgdes urinarias a partir dos
50 anos de idade, mas esse aumento benigno ocorre sempre apds os 35 anos de idade, sendo
responsavel por varios sintomas do trato urinario inferior em homens (CATALONA et a., 2002;
CATALONA et d., 2004b; KRUMHOLTZ et d., 2002; STAMEY; McNEIL, 1992). A
patogénese da HPB ainda ndo é claramente entendida, mas alguns mecanismos interativos
envolvendo o estimulo pela testosterona, a dihidrotestosterona (DHT) na liberagdo alguns
fatores de crescimento pela sinalizagdo intracelular desencadeada por sua ligagdo ao receptor
de androgeno (AR) sdo provavelmente responsaveis pelo desenvolvimento da HPB
(SROUGI; CURY, 1998; WAL SH; WORTHIGTON, 1998).

O Cancer de Prostata (CaP), assim como qualquer outro cancer, é decorrente da disfuncéo
no processo regulatério entre a proliferacdo e a morte celular. Essa disfungdo quando
associada as mutagdes genéticas reflete em graus anormais de respostas aos fatores de
crescimento, gerando clones auténomos de células malignas que passam a ndo responder ao

controle androgénico.
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Durante os estagios iniciais do tumor, as células respondem aos mesmos fatores
regulatérios (horménio-dependentes), embora as taxas de proliferacdo celular sgjam maiores
gue as de morte celular (GRIFFITHS; MORTON, 1999).

Tem sido sugerido que a Atrofia Inflamatéria da Prostata (AIP) e Neoplasia Intraepitelial
Prostatica (NIP) de alto grau sejam precursores para muitos carcinomas prostaticos, por serem
altamente freqlientes nas préstatas com adenocarcinoma e por apresentarem alteracOes
moleculares genéticas em comum. A NIP também apresenta caracteristicas morfoldgicas
semel hantes, alteracGes genéticas e apresentacdo multifocal. Por essas e outras caracteristicas,
aNIP tem sido hipotetizada como precursora do CaP (BOSTWICK, 1996; JARMULOWICZ,
1999; KELLOFF et a., 2004).

O cancer de prostata € o sexto tipo de cancer mais comum no mundo e o mais freguiente
em todas as regides do Brasil, representando cerca de 10% do total de canceres. E a segunda
causa de morte apds o cancer de pulméo e o tipo de cancer ndo cutaneo mais comum nos
Estados Unidos (EUA) (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, RJ- INCA, 2008).

As taxas de incidéncia do CaP sdo cerca de seis vezes maiores nos paises desenvolvidos,
se comparadas as taxas dos paises em desenvolvimento. E considerado o cancer da terceira
idade, uma vez que, cerca de trés quartos dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos
(INCA, 2008).

O numero de casos novos de cancer de prostata estimados para o Brasil, no ano de 2008,
foi de 49.530, sendo que esses valores correspondem a um risco estimado de 52 casos novos a
cada 100 mil homens; é o mais prevalente em homens e o segundo mais incidente apés o
cancer de pele ndo melanoma. O cancer de préstata tem sido tratado como um problema de
salde publica e 0 aumento que vem sendo observado nas taxas de incidéncia é resultado,
principalmente, do rastreamento feito pelo teste Antigeno Prostético Especifico (PSA) (INCA,

2008; MAKAROV et d., 2009)
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Embora os fatores que contribuam para o desenvolvimento do CaP ndo sgam
completamente compreendidos, candidatos a fatores de risco incluem a idade acima de 50
anos, historia familiar, atos niveis de testosterona sérico, dieta rica em gordura, e as
prostatites (KELLOFF et a., 2004), sendo que a histéria familiar € um dos fatores mais
importantes para 0 risco de desenvolvimento do cancer de préostata, aumentando em
aproximadamente 10-15% o risco no caso de histéria positiva em familiares de primeiro grau
(WHITTEMORE et a., 1995). A dieta tem sido apontada em alguns estudos como fator
importante na etiologia desse tipo de cancer. Uma alimentacéo com base em gordura animal,
carne vermelha e cdcio tem sido associada ao aumento no risco de desenvolver cancer de
prostata. Ja uma dieta rica em vegetais, selénio, vitaminas D e E, licopeno e 6mega-3 tem
indicado protecdo para 0 desenvolvimento dessa neoplasia Alguns estudos apontam a
obesidade como fator de risco para a mortalidade por cancer de prostata (INCA, 2008).

Embora o CaP e a HPB confiram risco e prognéstico bastante diferentes aos pacientes, essas
patologias incidem sobre a mesma faixa etaria (KRUMHOLTZ et al., 2002). A neoplasia
prostatica, em estagios iniciais, apresenta ateragdes clinicas e laboratoriais semelhantes a
hiperplasia benigna (CATALONA et al., 2004b). Além disso, o fato de ambas poderem co-
existir complica ainda mais o diagnéstico e leva a mais de um milhdo de bidpsias prostaticas
desnecessarias (OUY ANG et al., 2009). Esses fatos dificultam o diagnéstico diferencial dessas
patologias.

Devido a caracteristica multifocal do cancer de préostata, em situagdes em que HPB e CaP
coexistam 0 PSA sérico emitido pela HPB mascara o PSA proveniente de pequenos focus de
cancer. Somente 0 exame de toque retal ndo consegue discriminar entre a patologia benigna e
maligna como também ndo consegue detectar o0 tumor ndo-palpavel e consequentemente nao
consegue detectar a doenca em seu estégio inicial, onde as chances de cura sdo maiores (GERBER

et al., 1993). Atualmente a triagem diagndstica do CaP é realizada em conjunto, principa mente,
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pela andlise dos niveis de PSA sérico totd e livre (ou suarazéo) e o resultado do exame de toque
retal paraindicagdo de bidpsia(LANDERS et a., 2005).

Contudo, muitas bidpsias negativas tem sido realizadas em virtude da baixa sensibilidade do
teste PSA, sendo que o exame de toque retal possui, isoladamente, uma sensibilidade de 53% e
valor preditivo positivo de 18% na deteccdo do cancer de préostata e que o cutoff para o PSA de

4.0 ng/ml pode detectar somente 62% dos casos (MISTRY ; CABLE, 2003).

1.2 -PCR em tempo real

A RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR) consiste em uma técnica na qual sdo produzidas
copias de cDNA (DNA complementar) a partir da fita ssimples de RNAm, amplamente
utilizada nos estudos de expressdo génica. A fita de DNA complementar é formada
basicamente pela agdo de uma enzima (RT) Transcriptase Reversa e primers randdmicos que
maximiza o nimero de moléculas de RNAmM que podem ser andisadas a partir de uma
pequena amostra de RNA (BUSTIN, 2000). O cDNA é utilizado como amostra biol 6gica para
amplificagdo de um determinado fragmento de um gene alvo nareagéo de PCR.

A PCR em tempo real (gQPCR) € um método extremamente sensivel e reprodutivel de
quantificac8o da expressdo génica e aferramenta mais utilizada em pesquisa bésica, medicina
molecular e biotecnologia. E altamente especifica, pois se baseia na detecgéo de fluorescéncia
emitida por sondas fluorogénicas ou corantes intercalantes, como o SyBRGreen. A medidaem
gque o produto amplificado aumenta, o sinal de fluorescéncia também aumenta
proporcionalmente. Os corantes intercalantes como este emitem fluorescéncia apenas quando
associados ao DNA de fita dupla (dsDNA) (BUSTIN, 2000; PETERS, et al. 2004; VELDEN

et al., 2003).
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Figura 1. Representacdo esguemdtica da amplificacdo pela PCR em
tempo real com detecgdo pelo fluoréforo SYBRGreen (BUSTIN, 2000).

A quantificacdo dos amplicons ocorre durante a fase exponencial da reacéo, e o limiar
destafase é determinado pelo ciclo no qual é detectada emissdo de fluorescéncia significativa,
denominado de cycle threshold (Ct) (APPLIED BIOSY STEMS, 2004).

A fluorescéncia é detectada pelo aparelho quando o SYBRGreen esta associado ao
dsDNA. A fluorescéncia emitida pelas moléculas de SYBRGreen em suspencdo no meio,
guando ocorre a desnaturacdo, € pequena e subtraida pelo software durante a reacdo
(BUSTIN, 2000) (figura 1). Durante a polimerizagdo catalisada pela enzima DNA polimerase
as moléculas de SYBRGreen se ligam a0 produto recém sintetizado, e um aumento da
fluorescéncia é observado em tempo real, 0 que possibilita 0 monitoramento continuo da
reacdo (APPLIED BIOSY STEMS, 2004). No ciclo seguinte, na etapa de desnaturacéo do
DNA, as moléculas do fluoréforo sdo liberadas e uma queda no sina da fluorescéncia é

observada. Apesar de 0 SYBRGreen ndo ser especifico, podendo se ligar a dimeros de primers
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ou outros produtos inespecificos, é possivel monitorar essas situacfes pela andlise da curva de
dissociacdo observando atemperatura melting (APPLIED BIOSY STEMS, 2004).

No sistema em gue se utiliza de sondas, 0 método de detecgdo mais comum € a utilizagdo
de sondas marcadas com um corante reporter na extremidade 5 e um quencher na 3'. Quando
a sonda estd intacta o quencher capta a energia emitida pelo reporter, devido a proximidade
dos dois corantes, através da transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia
através do espaco (FRET). Quando a sonda é clivada pela atividade exonuclease 5 da DNA
polimerase os fluoréforos séo separados aumentando o sinal da fluorescéncia que é detectado
pelo aparelho (APPLIED BIOSY STEMS, 2004).

A quantificagdo dos produtos da PCR é redlizada, principalmente, por dois métodos, a
quantificacdo absoluta e relativa. Pelo método da quantificagdo absoluta utiliza-se uma curva
padrdo, previamente padronizada, que deve estar presente em todas as placas de ensaio.
Interpolando as quantidades da amostra alvo com base na curva padréo, o software fornece a
guantidade exata de moléculas avo contidas naamostra (APPLIED BIOSY STEMS, 2004).

A gquantificac8o relativa € subdividida em dois métodos, 0 método da curva padrdo e o
método do CT comparativo. Com base no mé&odo CT comparativo deve-se, primeiramente,
avaliar se as eficiéncias das amplificacbes do alvo e do controle enddgeno sdo equivalentes. A
eficiéncia da reacdo é caculada pela construcdo de uma curva padréo que € graficamente
representada como um grafico de regressdo linear semi-log do valor do Cy em comparagéo ao
log da quantidade inical do acido nucléico. Um slope da curva padréo préximo de -3,32 indica
uma reagcdo com 100% de eficiéncia e produzird um aumento de 10 vezes no amplicon a cada
3,32 ciclos durante a fase exponecia de amplificagdo (log. 10 = 3,3219) (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2004). Vaores que diferem muito desses podem indicar ma qualidade da
amostra ou erro de pipetagem. Para cada curva padréo o software procura 0 melhor guste

entre os pontos, calcula a regressdo linear e fornece o R? que mede qudo préximo é o gjuste
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entre a regressao linear da curva padréo e os valores individuais de Cy das amostras padréo
(ideal R* = 0.99), 0 slope e o y-intercept que indicam o valor esperado de Cr para uma
amostra com quantidade 1 (APPLIED BIOSY STEMS, 2004). Para esse método € também
necessario utilizar uma amostra padréo em todas as placas de ensaio, o calibrador, que deve
ser uma amostra concentracdo conhecida. Durante a reagdo de qPCR, o avo é normalizado
com um gene housekeeping (controle enddgeno) e comparado diretamente com o calibrador,
contabilizando uma quantidade maior ou menor de RNAm (APPLIED BIOSY STEMS, 2004).

Sdo vérias as vantagens da PCR em tempo real em relagdo a convencional, dentre elas
destacam-se, a maior sensibilidade, pois a PCR em tempo real utiliza a fluorescéncia para
deteccdo do amplicon, maior reprodutibilidade, pois fornece a quantificagdo em numeros,
enquanto a convencional utiliza gel de agarose e corantes intercalantes como o brometo de
etidio altamente tumorigénicos e cdculo da densidade éptica para quantificacdo, o que
diminui sua sensibilidade e reprodutibilidade (APPLIED BIOSY STEMS, 2004).

Para ambos os sistemas 0 desenho do experimento e a padronizacdo da reacdo S80
essenciais para a obtencdo de bons resultados (BUSTIN, 2000; LIVAK; SCHMITTEGEN,

2001).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biomar cadores para o Cancer de Préstata

Em virtude das limitagdes do PSA, muitos trabalhos descritos na literatura objetivam a
descoberta de novos biomarcadores que possam suprir essas limitagbes (HUGHES et al.,
2005; POEL, 2007; RHODES et d., 2002; STANGELBERGER et al., 2007), como por
exemplo, a incapacidade do PSA de detectar a doenca em seu estagio inicial e o fato de que
baixos niveis de PSA ndo € garantia de que o paciente estgja livre da doenca. Além disso,
frequentemente, pacientes com altos niveis de PSA so submetidos a bidpsia prostatica, mas
com resultado negativo para cancer (THOMPSON et al., 2004; THOMPSON; ANKERST,
2007).

T&o importante quanto a descoberta de novos biomarcadores especificos para o cancer de
prostata, € a descoberta em fluidos corpéreos como a urina e o0 sangue, pois assim, 0 método
de coleta do material em que sera quantificado o biomarcador ndo trara nenhum desconforto
a0 paciente. Inimeros s80 0s genes e proteinas estudados, e varias sdo as formas como eles
sd0 estudados com o intuito de avaliar o desempenho como biomarcador para o CaP.

Aqui sdo citados biomarcadores frequentemente referenciados na literatura e alguns deles
possuem valor prognostico e diagndstico promissores.

Bai e colaboradores (2007) desenvolveram um painel de 286 genes diferencialmente
expressos no CaP utilizando a técnica de Differential Display (técnica também utilizada na

descoberta do marcador LSP1, validado neste trabalho). Desses, 44 foram sequenciados,
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sendo que 31 ndo tinham sido descritos anteriormente. Alguns dos principais genes
encontrados foram: TRPM8, ADAMTS9, KB208E9, rpl11-442e11, HERV-K e KIAA0999.

Outro estudo tem quantificado a proteina 3-catenina como potencial biomarcador para o
CaP (HUANG et al., 2007).

Liu e colaboradores (2007) avaliaram a expressdo em tecido prostatico por PCR em tempo
real de vérios genes, e correlacionou com os dados clinico-histopatol6gicos dos pacientes e
encontrou correlacdo significativa nos genes NPY, PTEN, AR, AMACR, DD3 e GSTP1.

Um estudo de revisdo de biomarcadores revela inlUmeros candidatos tais como: as
isoformas do PSA (fPSA, proPSA, BPSA), hK 3, hK2, marcadores epigenéticos avaliados por
hipermetilagdo das ilhas CpGs (GSTP1-é& descrito, APC, DAPK, ECDH1, MGMT, ARF,
RARR2, RASSF1a e TIMP3). Este mesmo estudo ainda descreve os resultados da literatura
sobre os niveis transcricionais dos genes DD3 e AMACR, também ja citados, além de outros
como EPCA2, PSMA e PSCA (WRIGHT; LANGE, 2007).

Um novo gene foi descoberto por microarray (GalNAC-T3) em outro estudo que o
avaliou em combinacdo com os genes DD3, PSMA e Hepsin, demonstrando sua capacidade
em distinguir CaP de HPB. Além desse gene outros foram descritos em vérios outros
trabalhos tais como: CaSm, PTPN3, PLA2, POV1PB39, HPC2, PCTA-1 e VEGFA
(WRIGHT; LANGE, 2007; LANDERS et a., 2005).

A expressdo de um potencial biomarcador, o gene SRD5A2, ainda ndo mencionado, foi
avaliado no Laboratério de Nanobiotecnologia da UFU. A expressdo desse gene foi
guantificada por RT-PCR semi-quantitativa e foi encontrado superexpresso em HPB (NEVES

et dl., 2008).
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2.2 Antigeno Prostético Especifico (PSA)

O PSA é uma kalicreina humana de 33kD consistindo de 240 aminoécidos que é
especificamente secretada por células prostéticas epiteliais, e € um componente normal da
gjaculacdo (THOMPSON; ANKERST, 2007).

H& duas décadas o PSA tem sido amplamente usado na prética clinica como marcador
para a deteccdo do cancer de préstata, no entanto o PSA possui vérias limitacbes, como a
baixa especificidade para distinguir CaP de outras desordens tais como HPB e prostatites
(MAZZUCCHELLI et d., 2000; SCHAMHART et al., 2005). Além disso, 0 PSA necessita
de sensibilidade para detectar o tumor em sua fase inicial, pois estudos indicam que mais de
15% dos homens com PSA sérico norma tem bidpsia positiva para cancer de prostata
(THOMPSON et ., 2004).

Em 1994, a FDA (U.S Food and drug Administration) aprovou como cutoff o valor de 4.0
ng/mL para o PSA, porém, ndo raramente tem-se detectado casos de cancer com PSA abaixo
desse nivel, e muitos deles sdo tumores de alto grau. Apesar da alteracdo do cutoff para 2.5
ng/mL para indicagdo de bidpsia (HIGASHIHARA et a, 1996; MAKAROV et a., 2006;
MAKAROQV et al., 2009; THOMPSON et al., 2004), ha estudos que comprovam que este
novo cutoff possui similar nivel de deteccdo dos casos de cancer 4.0 ng/mL (CATALONA,;
SMITH; ORNSTEIN, 1997; LABRIE et ., 1992).

Os métodos de rastreamento disponiveis atualmente, como o PSA, ndo mostraram, até o
momento, sucesso em reduzir a mortalidade, além de levarem arealizagdo de muitas cirurgias
desnecessarias, causando prejuizos tanto financeiros quanto de qualidade de vida (INCA,

2008). Ainda, cerca de 15% a 20% dos pacientes com bidpsia negativa serdo diagnosticados
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com CaP em bidpsias subseqientes, além disso cerca de 30% dos pacientes com HPB
possuem niveis de PSA aterados (CUPP; OESTERLING, 1993; STAMEY et a., 2004).

Para tentar contornar as limitacBes do PSA varios estudos descrevem o uso de diferentes
formas moleculares do PSA e suas combinagdes no diagnostico do cancer de prostata. As
formas PSAD (density), tPSA (total), fPSA (free) foram comparadas, em sangue periférico,
na deteccdo da doenca em um cutoff de 4.0 a 10.0 ng/mL, mas nenhuma diferenca foi
encontrada (GREGORIO et al., 2007). Utilizando o mesmo cutoff outro estudo comparou as
formas tPSA, cPSA (complexed), fPSA e foi encontrada diferenca de expresséo entre CaP e
HPB somente para fPSA com uma especificidade de 41%. Quando as formas moleculares do
PSA foram associadas uma diferenca de expressdo entre esses grupos foi encontrada para a
razédo fPSA/tPSA, apresentando uma sensibilidade de 95% e especificidade de apenas 35%
com cutoff de 0.2; e parafPSA/cPSA, contudo, com cutoff de 0.32, a especificidade aumentou
de 41% (formaindividual fPSA) para 45% (fPSA/cPSA) somente (FILLELA et a., 2004).

Outros estudos com base na velocidade do PSA (PSAV), que mede as ateracdes dos
niveils de PSA por ano — ng/mL/ano, também tem sido realizados, embora Carter e
colaboradores (2006) demonstraram associagdo entre o CaP e PSAV > 0.75 ng/mL/ano, o que
também € encontrado para o tPSA a 4.0-10.0 ng/mL. D’Amico e colaboradores (2004)
descreveram que um PSAV>2.0 ng/mL/ano pré-operatorio aumenta em 9 vezes o risco de
morte por cancer depois da prostatectomiaradical.

Uma outra forma molecular do PSA que tem mostrado associacéo com o CaP € a proPSA,
gue pode ser encontrada na sua forma nativa ou truncada. Em homens com PSA total 4.0 a
10.0 ng/mL também s0 encontrados elevados niveis de proPSA. Niveis estes
consideravelmente maiores do que em controles negativos. Além disso, a proPSA parece estar

associada ao CaP de alto grau (KHAN et a., 2003; CATALONA et a, 20044).
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2.3—0OsBiomarcadores LSP1 e RNASEL (HPC1)

A relacdo entre o cancer de prostata e os estégios fisiol 6gicos que possuem componentes
inflamatorios, tais como AIP e HPB, ainda ndo estd esclarecida. Contudo, ha uma ampla
evidéncia do papel da inflamagcdo no desenvolvimento do CaP e que a aquisicdo de
caracteristicas tumorigénicas por células com HPB é acompanhada por uma diminuicdo do
estimulo de genes sensiveis a interferon. Assim, biomarcadores baseados em genes
envolvidos com a resposta imune/inflamatoria e sinalizagdo por interferon que possam
fornecer um melhor entendimento dessas interages e, principalmente, que possam fornecer
um diagnostico diferencial entre CaP e HPB € de grande interesse. Com base nessas
consideragOes e nas fungdes dos genes LSP1 e RNASEL, motivaram o estudo desses genes
nesse trabal ho.

O gene LSP1 — Leukocyte-Specific Protein 1 codifica uma fosfoproteina citoplasmatica
conhecida como WP34, pp52, LSP1 (KADIYALA; McINTYRE; KRENSKY, 1990; MAY et
al., 1993). Esta proteina esta expressa em linfécitos, células B, neutréfilos, macréfagos,
timocitos estimulados por concavalina A, granuldcitos e células endoteliais (JONGSTRA et
a., 1988; LIU et d., 2005; MAY et a., 1993; WONG et d., 2003). Seu tamanho encontra-se
em torno de 52-54 kDa e possui dois residuos de serina na posicéo 204 e 252 e uma sequéncia
consenso de aminoécidos na porgdo C-termina que sdo potenciais sitios de ligagdo a F-actina
(HUANG et a., 1997); além disso possui um dominio amino-terminal com dois sitos Ca?*
ligantes que funcionam como alvo para as proteinas kinase C (PKC), MAPKAP kinase 2 e
ERK?2 que participam de uma cascata de transdugdo de sinal e vias de sinalizagéo, ativando
fatores de transcricdo envolvidos na proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular

(HARRISON; SIKORSKI; JONGSTRA, 2004; KLEIN et al., 1989; WU et a., 2007). Assim,
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a proteina LSP1 desempenha importante papel como mediadora nas vias de sinaizacéo
intracelular, principamente em linfdcitos, na composicdo do citoesqueleto, regulacdo da
motilidade e quimiotaxia de neutrofilos, aderéncia da Imunoglobulina M — IgM a membrana
celular, e inducdo de apoptose mediada por células B. (HARRISON; SIKORSKI;
JONGSTRA, 2004; JONGSTRA-BILEN et al., 1992, JONGSTRA-BILEN et a., 2000;
KLEIN et a., 1989; WU et al., 2007 )

Em agumas neoplasias do sistema imune, como linfomas, leucemias e doenca de
Hodking, o LSP1 é descrito como marcador especifico, sendo, em alguns casos, superior ao
CD45 (JONGSTRA-BILEN et a., 1999; MARAFIOTI et a., 2003). Uma mutacdo
recentemente descoberta nesse gene foi associada ao aumento do risco de desenvolver cancer
de mama (EASTON et al., 2007)

V&rios estudos demonstraram que o LSP1 esta intimamente relacionado a resposta imune
do organismo, atuando em diferentes niveis. Este potencia se relaciona ndo apenas as
neoplasias do sistema imune, mas também em situacbes de inflamagdes sistémicas
inespecificas. O LSP1 modula a resposta imune de leucAcitos em peritbnio normal e
inflamado (JONGSTRA-BILEN, et al. 2000; L1U, et al. 2005). Atuatambém como indutor de
apoptose mediada por células B em situacBes anormais em que linfécitos com atividade auto-
imune e células do baco imaturas permanecam na circulacdo (JONGSTRA-BILEN et a.,
1999). Smith e colaboradores (2007) descreveram a atuacdo do LSP1 como um ligante
especifico a0 dominio citoplasmético da DC-SIGN das células dendriticas, direcionando a
internalizac&o do virus HIV-1.

Recentemente, foi descoberta a expressdo do LSP1 em células endoteliais na
microcirculagdo, sendo este o primeiro sitio identificado fora dos leucocitos. Sua funcéo,

contudo, estd intimamente relacionada a estes, promovendo a formagdo de “gaps’ com a
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passagem dos leucdcitos para locais especificos do organismo facilitando, assim, a resposta
imunoldgicaloca (LIU et ., 2005).

Oliveira Jr. et a. (2003) identificaram pela primeira vez o LSP1 por differential mRNA
display no sangue periférico de pacientes portadores de HPB e CaP. Este estudo inovador
despertou interesse para outra op¢do de biomarcadores no diagnéstico diferencia destas
patologias. Saba (2006) avaliou a expressdo deste gene por RT-PCR semi-quantitativa em
sangue periférico e tecido prostatico de pacientes com CaP e HPB; encontrando uma maior
expressdo do LSP1 em pacientes com HPB (Odds = 11.0, p=0.0021 — IC 95% ), expressdo
intermedidria em CaP e uma expressdo menor no grupo controle. Contudo, sua expressao
ainda ndo foi avaliada por PCR em tempo real, que se trata de uma técnica mais sensivel.

O gene RNASEL (Ribonuclease L 2',5" — Oligoisoadenylate synthetase-dependent) foi
identificado recentemente como um candidato ao cancer de préstata hereditéario (HPC1) e
codifica uma endoribonuclease citoplasmatica (RNase L) de 83 kDa, que regula as atividades
antivirais, de proliferacdo e apoptéticas através da via 2-5A interferon-regulada (CARPTEN
et al., 2002; ROKMAN et al., 2002 WIKLUND et al., 2004), além de desempenhar um papel
no controle do crescimento e diferenciacéo celular (LENGYEL, 1993).

A RNAse L é expressa constitutivamente em baixos niveis em uma grande variedade de
células. Estudos tém sugerido que a RNAse L esteja diretamente ou indiretamente suprimindo
um Ou mais passos na tumorigénese ou metastase do cancer de prostata (LENGYEL, 1993;
LI; TAI, 2006). Mutacbes encontradas no gene RNASEL tem sido associadas a0 cancer de
préstata hereditério e esporéadico, causando alteracdes nas atividades da RNAse L e afetando o
equilibrio entre o crescimento (hormona mente regulado) e morte das células prostéticas,
portanto, possivelmente associadas ao desenvolvimento do CaP.

Essa proteina é ativada enzimaticamente ap0s ligacéo a 5’ fosforilada da 2-5A que induz

sua atividade apoptética em células tumorais da prostata de humanos, entretanto, a RNAse
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L ras2q, Uma variante presente em mais de 13% dos casos de cancer de prostata, tem a fungéo
daRNAse L diminuidaem 3 vezes para os individuos que carregam os dois alelos (CASEY et
al., 2002). A deficiéncia da atividade da RNAse Lras2q €sta correlacionada com a reducéo da
sua habilidade em dimerizar na sua forma cataliticamente ativa. Sua deficiéncia em causar
apoptose na resposta pela via 2-5A pode estar envolvida no desenvolvimento do céancer de
prostata (XIANG et al., 2003).

MutacOes no gene RNASEL também estdo associadas a perda de heterozigose e da
atividade da proteina RNase L. Em linfoblastos de individuos heterozigotos mutados a sua
atividade é reduzida pela metade quando comparada com individuos homozigotos da mesma
familia com o respectivo alelo selvagem (CARPTEN et a., 2002; KRUGER ¢t al., 2005;
XIANG et d., 2003).

Bettoun e colaboradores (2005) demonstraram interaco entre as vias de sinalizagdo de
andrégeno e interferon, das quais o receptor de androgeno (AR) e a RNAse L fazem parte.
Este estudo demonstrou gque a ativacdo do AR afeta diretamente a sobrevivéncia celular pela
sinalizacdo intracelular iniciada pelo AR e que também reduz a supressdo tumoral induzida
pela sinadizacdo por IFN quando o balanco entre andrégeno e interferon, em condigdes
normais, é afetado. Além disso, fornece um modelo molecular de como a RNAse L mutada
pode levar ao CaP e como citocinas inflamatorias e a sinalizacdo hormona pode contribuir
para o desenvolvimento do tumor.

De todos os biomarcadores ja4 mencionados, os avaliados neste trabalho (LSP1 e RNASEL)
ainda ndo foram descritos ou ndo foram estudados pelo mesmo método no cancer de prostata,
fato este que torna esse trabalho inovador e que abre mais um caminho para a melhoria do

diagndstico dessa doenca.
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3 OBJETIVOS

Avaliar o potencial uso dos genes LSP1 e RNASEL como biomarcadores que possam atuar
como ferramenta complementar a0 PSA no diagndstico do cancer de prOstata, tanto em

bi6psias prostéticas quanto no sangue periférico de pacientes com CaP e HPB.
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4MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao das amostras

As amostras foram coletadas no Hospital de Clinicas da Universidade Federa de
Uberlandia pela equipe médica e ambulatorial do setor de Urologia, mediante autorizacdo dos
pacientes, 0s quais assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1).
Todas as técnicas de manipulagio do material bioldgico seguem normas do Cédigo de Etica
Médica, conforme aprovagdo parecer n° 005/2001.

Os pacientes sel ecionados ingressaram no estudo baseando-se nos seguintes critérios:
Critérios de inclusdo: foram incluidos no estudo todos pacientes acima de 45 anos de idade
com 0 exame de toque retal suspeito €/ou niveis séricos de PSA = 2.5 ng/mL que foram
submetidos ao rastreamento ambulatorial realizado pelo setor de Urologia do Hospital de
Clinicas da UFU. O rastreamento também considerou esses pacientes com ou sem histéria
familiar de cancer de préstata.

A avaiacdo incluiu andlise de sintomas do trato urinério inferior que frequentemente estéo
relacionados a presenca de HPB. Todos pacientes seguiram a rotina do servico, com exames
laboratoriais e avaliacdo cardio-anestésica para realizagdo da bidpsia.

Raios-x da bacia, coluna lombo-sacral, fémures ou cintilografia éssea por radioisotopos
foram realizados naquel es pacientes com PSA = 10 ng/mL, e nos com dor Gssea independente
dos niveis de PSA.

Para os pacientes com cancer também foram obtidos o grau de Gleason e o estadiamento

TNM.
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Critérios de exclusdo: foram excluidos do estudo pacientes com historia prévia de irradiagdo
pélvica, quimioterapia, terapia hormonal ou qualquer outro tipo de tratamento para o cancer
de préstata, evidéncia de infeccdo urinaria nos ultimos trés meses; uroandlise e/ou urocultura
alterados, febre de origem ndo definida, instrumentagdo endoscopica urinaria nas Ultimas duas
semanas, portadores de proteses em geral, portadores de doencgas vavulares, vigéncia de
antibioticoterapia e pacientes em profilaxia para endocardite bacteriana e pacientes em uso de
cateter vesical de demora.

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos vacuntainer™ contendo
K,EDTA 7,2 mg e amostras de tecido prostatico foram coletadas em microtubos 2,0 mL
contendo solugdo de RNA holder® (BioAgency) que impede a atuacdo das RNases. As
amostras foram transportadas para o Laboratério de Nanobiotecnologia (INGEB/UFU),
armazenadas &4 4°C e o RNA foi extraido em até 24 horas.

Um total de 630 homens acima de 45 anos foi rastreado, dos quais 170 com PSA sérico
acima de 2,5 ng/mL ou exame de toque retal anormal foram submetidos a prostatectomia
radical ou transvesical. De acordo com as andlises histopatoldgicas das bidpsias desse
subgrupo, 60 pacientes foram diagnosticados com cancer de prostata (CaP) e 30 com
hiperplasia prostética benigna (HPB). As andlises em sangue periférico foram realizadas nas
amostras dos 60 pacientes com cancer de prostata e dos 30 pacientes com HPB que foram
biopsiados, destes, 43 amostras CaP e 15 HPB foram analisadas em tecido prostatico. Um
grupo composto por 60 individuos voluntarios saudaveis com idade média de 22 anos
(minima de 14 e maxima de 29 anos) foi utilizado como grupo controle nas andlises em
sangue periférico. A triagem dos pacientes, conforme acima, foi realizada pelo servico de
Urologia do Hospital de Clinicas da UFU de acordo com os pardmetros clinicos-
histopatol 6gicos, tais como niveis de PSA sérico total, exame de toque retal, grau de Gleason

e estadiamento TNM. Os pacientes que foram submetidos a bidpsia estavam livres de
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radioterapia, quimioterapia ou terapia hormonal antes da cirurgia. As caracteristicas clinico-

histopatol 6gi cas desses pacientes estdo relacionadas na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos pacientes conforme as caracteristicas clinico-histopatol gicas

Amostras Sangue No. (%)

CaP HPB* Voluntérios saudaveis
60 30 60
Médiaidade + SEM 65+1.0 69+14 22 +0.63
PSA séricong [1 ml
<25 1/52 (2.0) 0/17 (0)
25<PSA <40 2/52 (4.0) 4/17 (23.5)
4.0<PSA < 10.0 32/52 (61.3) 7/17 (41.0)
PSA =10.0 17/52 (32.7) 6/17 (35.5)
Grau Gleason
5-7 51/54 (94.5)
8-9 3/54 (5.5)
TNM
T1 3/52 (6.0)
T2 39/52 (75.0)
T3 10/52 (19.0)

* Status determinado na bidpsiafinal

4.2 Extracdo RNA total de Sangue Periférico e Tecido Prostético

A extracdo do RNA total das amostras de sangue foi realizada da camada de leucdcitos de

sangue periférico de acordo com Chomczynski and Sacchi (1987) com modificagdes (Anexo
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I1) e 0 RNA total das amostras de tecido prostético foi extraido utilizando-se o Trizol
Reagent® (INVITROGEN), de acordo com protocolo Anexo I11.

A quaidade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose numa concentracéo
de 15% (1,59 agarose /100mL tampdo TBE) corado brometo de etidio 0,5 pg/ml
(SAMBROOK et a., 1989), submetido a voltagem de 120 volts por aproximadamente 40
minutos em tampdo TBE (450 mM de TRIS, 450 mM de &cido borico, 10 mM EDTA, 1L
aguamili-Q, pH 8,0) diluido 20 vezes e depois visualizado em sistema de videodocumentacéo
- VDS versdo 2.0 (Pharmacia Biotech). Posteriormente, o RNA foi quantificado em
espectrofotdmetro de ata sensibilidade Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.
Wilmington, DE USA) a um comprimento de onda de 260 nm e 280 nm. Em seguida, o &cido

ribonucléico foi armazenado a—80°C para subseqguiente andlise.

4.3 RT-PCR (Transcricao Reversa)

A transcricdo reversa (RT) foi padronizeda a 126 uM de oligonucleotideos hex@meros
como primers randdmicos (Invitrogen), 1 ng de RNA total como template, 40 U de Murine
Moloney Leukemia Virus Reverse Transcriptase MMLV-RT (USB), 4 uL de 5X MMLV
reaction buffer (USB), 250 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen), e 10
U deinibitor de Rnase (USB), 0.5 mM de DTT. O volume final dareagdo foi completado para
20 pL com &gua mili-Q tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Em seguida a reac&o foi
incubada em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.) a 37°C por 1 hora e entdo o cDNA

foi estocado a-20°C até o uso.
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A qualidade do cDNA foi avaliada pela amplificacdo de um fragmento de 534 pb do gene
constitutivo 3-2-Microglobulin (B2M), a sequéncia dos primers estéo descritas no apéndice A
(B2M1F e B2M2R). As condigOes desta reagdo foram: 10X PCR buffer (20 mM Tris-HCI —
pH 8.0, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, glicerol 50% v/v) (Invitrogen), 200 uM de dNTPs
(Invitrogen), 5 UM de primers (Invitrogen), 1 U Platinum®Taq DNA polymerase (Invitrogen),
2 mM de MgCl; (Invitrogen), 2 uL de cDNA, &gua mili-Q utilizada para completar o volume
final da reagcdo para 20 uL. A reagdo ocorreu em 28 ciclos, sendo cada ciclo composto de
95°C por 4 min, 94°C por 40 s, 59°C por 40s, 72°C por 50s e 72°C por 5 min em termo
ciclador PTC-100 (MJ Research Inc.). O produto da reagdo foi analisado por eletroforese em
gel de agarose 1,5% (1,59 agarose /100mL tampdo TBE) corado com brometo de etidio 0,5
mg/mL a uma voltagem de 140 Volts em tamp&o TBE (450 mM de Tris, 450 mM de &cido
boérico, 10 mM EDTA, 1 L &gua mili-Q, pH 8,0) diluido 20 vezes por 40 minutos. Para cada
10 uL de produto amplificado foram adicionados 2 pL loading dye (12,5 mg de azul de xileno

cianol, 4 g de sacarose e 5 mL de agua mili-Q) e em seguida aplicados no gel.

3.4 PCR Multiplex Semiquantitativa para o gene RNASEL

Um estudo semiquantitativo preliminar avaliou a expressdo do gene RNASEL em 152
pacientes submetidos a bidpsia prostética, sendo 56 CaP, 28 HPB e 68 voluntarios saudaveis
por PCR semiquantitativa. O gene da 3-2-microglobulina foi utilizado como constitutivo para

caracterizar aqualidade do RNA e normalizar os niveis de expressao.
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Uma reagdo de PCR multiplex convencional foi redizada para quantificacdo dos
transcritos do gene RNASEL e 0s primers para essa reacdo resulta na amplificagdo de um
fragmento de 271 pb. Foram utilizados primers que delimitam um fragmento de 534 pb para
gene 3-2-microglobulina (B2M). A reagéo foi padronizada nas seguintes condi¢des: 10 uM de
primers para 0 gene RNASEL e 5 uM para o0 B2M (Invitrogen), 1 U Platinum®Taq DNA
polymerase (Invitrogen), 10X PCR buffer (20 mM Tris-HCI — pH 8.0, 0.1 mM EDTA, 1 mM
DTT, glicerol 50% v/v) (Invitrogen), 200 uM de dNTPs (Invitrogen), 2 mM de MgCl,
(Invitrogen), 2 uL de cDNA e &gua ultrapura foi usada para completar o volume final da
reacao para 20uL. A ciclagem foi padronizada com: 95°C por 5 minutos, 27 ciclos a 94°C por
40 segundos, 59 °C por 40 segundos, 72°C por 50 segundos e incubagdo final de 72°C por 10
minutos. As sequéncias dos primers utilizados (RNASEL1F e RNASELZ2R; B2M1F e
B2M2R) estdo descritas no apéndice A. O produto dareacéo foi analisado por el etroforese em
gel de agarose 1,5% (1,59 agarose /100mLtampéo TBE) corado brometo de etidio 0,5 mg/mL
a uma voltagem de 140 Volts em tampé&o TBE (450 mM de Tris, 450 mM de &cido bdrico, 10
mM EDTA, 1 L agua mili-Q, pH 8,0) diluido 20 vezes por 40 minutos. Para cada 10 uL de
produto amplificado foram adicionados 2 pL loading dye (12,5 mg de azul de xileno cianol, 4
g de sacarose e 5 mL de &gua mili-Q) e em seguida aplicados no gel. O fragmento esperado
foi visudizado em sistema de videodocumentecdo Image Master-VDS (Amersham
Bioscience). A quantificagdo foi realizada pela leitura da densidade Optica das bandas
calculadas no programa Image Master VDS Software versio 2.0. As leituras foram submetidas
arazdo de RNAm RNASEL/RNAmM [32M para se obter a abundancia rel ativa dos transcritos do

gene avo.
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3.5 Construcéo da Curva Padrao Relativa

Para vaidar o método Cr comparativo de quantificagdo relativa a eficiéncia de

amplificagdo do alvo e do controle enddgeno foi calculada utilizando a seguinte expressao:

E = (10°9°P° — 1) x 100

O slope da curva de amplificacdo relativa e o R? foram utilizados nos passos iniciais de
padronizacdo dos experimentos para estimar a eficiéncia da reacdo. Para gerar os gréficos de
regress3o linear foram admitidos um slope préximo de -3.32 e um R? = 0.98.

Com base nesses critérios as curvas padrdes para os genes avos e endogeno foram
construidas utilizando um pool composto de 10 amostras de cDNA escol hidas al eatoriamente
para os ensaios em tecido prostético e uma amostra de cDNA aleatdria para 0s ensaios em
sangue periférico, provenientes de 1 pug de RNA total, amplificadas em duplicata. Essas
amostras foram diluidas em série na ordem de 4X, conforme as seguintes concentragoes: 1:1,
1:4, 1:16, 1:64, 1:256; e trés pontos ou quatro pontos foram usados na construcao dos gréficos
de regressdo linear.

A compatibilidade das eficiéncias de amplificacdo entre alvo e endégeno foi considerada
quando 0 ACyt (Crmedioalvo- Crmedioendogeno) SOfreu pequenas variagdes, com o valor de “a’, na

formulay = ax + b, entre-0,1 e+ 0,1.
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3.6 PCR em Tempo Real

As reaces de PCR em tempo real para amplificagdo dos genes alvo LSP1 e RNASEL e
enddégeno B2M foram realizadas a partir do cDNA proveniente de 1ug de RNA total. Para as
analises em tecido prostético as reactes foram padronizadas a partir desse cDNA diluido na
proporcdo de 1:4. Todas as amostras foram amplificadas em duplicata, sendo que as
duplicatas que diferiram mais de 1,5 Cy foram reamplificadas ou excluidas das andlises. A
deteccdo do avo durante a amplificagdo ocorreu pela emissdo de fluorescéncia pelo
fluoréforo SYBRGreen contido no Master Mix SYBR®Green PCR Core Reagents (Applied
Biosystems) para ambos os genes. O Master Mix é composto por: AmpliTaq Gold® DNA
Polymerase LD, dNTPs com dUTP/dTTP, referéncia passiva e tampé&o otimizado. Para cada
reacéo foram usados: 1X Master Mix, 5 pM de primer para os genes alvo e 3 UM para 0
endégeno (IDT Tecnologies), 2 ul de cDNA e agua de ultrapura para completar um volume
final de 10 ul. O programa utilizado para amplificacdo de todas as reagdes foi 0 Universal
Program (APPLIED BIOSY STEMS, 2004).

Como exigéncia da técnica, novos primers foram desenhados para o genes LSP1, RNASEL
e B2M que delimitam fragmentos de 124 pb, 75 pb e 94 respectivamente. O programa
utilizado para desenhar os primers foi o Primer Express versao 3.0 - Applied Biosystems e as
seguéncias destes encontram-se no apéndice A. A viabilidade dos primers foi verificada em
umareacdo de PCR convencional antes do seu uso na PCR em tempo real.

Todas as reagdes foram processadas no aparelho 7300 Real Time PCR Systems (Applied
Biosystems) e seu software foi utilizado para as andlises das reagdes pés-amplificacdo. A
guantificaco foi fornecida pelo software ao fim da reacdo, utilizando o Ct e a baseline

autométicos, e os niveis transcricionais do alvo foram obtidos em relacdo ao enddgeno de
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. 5 AACT _
acordo com a expressdo 27, onde AACt = (Crmedioalvo- CrmeadioEndogeno) = Crmeédiocalibrador

(APPLIED BIOSY STEMS, 2004).

3.7 Andlise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares SPSS® 10.0 e
BioEstat® 5.0, admitindo um nivel de significancia estatistica quando P<0.05. O teste ndo-
paramétrico Mann-Whitney foi realizado para avaliar as diferencas nos niveis de expresséo.
Em virtude do pequeno nimero de pacientes com 2,5 ng/mL < PSA < 4,0 ng/mL, paraavaiar
a expressdo dos biomarcadores nesse grupo foi utilizado o Test t. Os scores considerados
outliers foram removidos da andlise, conforme descrito previamente por Burns e
colaboradores (2005).

A curva ROC foi utilizada para determinar o melhor cutoff e os parametros dos testes
diagndstico. A especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo (VPP), vaor preditivo
negativo (VPN) e acurécia foram calculados com base no cutoff pré-estabelecido de acordo
com as seguintes expressdes. sensibilidade = VP(verdadeiros positivos)/VP+FN (falsos
negativos), especificidade = VN (verdadeiros negativos)/VN+FP (falsos positivos), VPP =
VP/VP+FP, VPN = VN/VN+FN. O teste de odds ratio foi calculado apds estabel ecimento do
cutoff para obter-se a probabilidade de ocorréncia da doenca quando os biomarcadores LSP1 e
RNASEL foram positivos, individualmente ou em conjunto. A correlagdo entre a expressao
dos marcadores e os dados clinico-histopatol 6gicos foi avaliada pelo teste de correlacéo de
Spearman. A associacdo entre a expressao e 0s dados clinico-histopatol 6gicos estratificados

com base no cutoff de cada biomarcador foi realizada pelo teste Exato de Fisher.
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4 RESULTADOS

O RNA totd extraido das amostras de sangue periférico e tecido prostatico utilizado nas
reagdes de RT-PCR apresentou 6tima qualidade, conforme mostra a figura 2, e o cDNA

resultante deste foi utilizado nas reagfes de PCR convencional e tempo real.

Figura 2: Foto representativa da andlise da qualidade do RNA total
extraido de amostras de sangue periférico e tecido prostético por
eletroforese em gel de agarose 1,5%.

A figura 3 demonstra a excelente qualidade do cDNA utilizado nas reacfes de PCR, em

gue um fragmento de 534 pb do gene B2M foi amplificado e visualizado em gel de agarose.

1 2 3 4 S [ 9 10

---—-!----- 534 pb

Figura 3: Foto representativa do produto amplificado de 534 pb (indicado pela seta) do gene B2M
por PCR convencional em amostras de sangue. Detecg&o por eetroforese em gel de agarose 1,5%,
onde M — Marcador de peso molecular de 100 pb; 1 a5 cDNA de amostras CaP; 6 a 8 cDNA de

amostras HPB; 9 e 10 cDNA de amostras voluntéarios saudaveis
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A figura 4 representa o resultado de um estudo preliminar que avaliou os niveis de
expressao do gene RNASEL em amostras de sangue periférico. Os dados semiquantitativos
desse gene demonstraram haver um baixo nivel de expressdo do gene alvo nos individuos
saudaveis, uma expressdo intermediaria em pacientes com HPB e uma maior expressao em
pacientes com CaP, confirmados pela andlise estatistica.

As andlises da densidade Optica demonstraram que a expressao desse gene foi sete e trés
vezes maiores quando comparada com 0S grupos voluntérios saudaveis e HPB,
respectivamente. No grupo HPB, a expressdo foi duas vezes maior comparada com

voluntarios saudaveis (p<0,001) (Figurab).

e 3

M1 2 3456 7 8 910 11 121314 15161718 19 202122 232425 26 27 Br
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Figura 4: Resultado da PCR multiplex em amostras de sangue periférico detectado por eletroforese em gel de
agarose 1,5%. As setas indicam os fragmentos de 534 pb e 271 pb para os genes B2M e RNASEL,
respectivamente. 1 - 11 amostras de individuos saudaveis, 12 - 21 amostras de pacientes com cancer de
préstata e de 22 - 27 amostras de hiperplasia prostatica benigna; M: marcador de peso molecular 100 pb; Br:
controle dareacdo sem cDNA.

No sangue periférico os pacientes RNASEL positivo apresentaram uma chance 38 vezes
maior de desenvolver cancer em relacéo aos voluntérios saudaveis e 9 vezes maior em relacéo
aos pacientes com HPB, utilizando o cutoff = 0,12 (p < 0,001). Com base nesse cutoff, os
parédmetros diagnosticos dos testes apresentaram o0s seguintes valores: sensibilidade de 75%,

especificidade de 94% e acurécia de 85% para CaP versus voluntarios saudaveis; e

534 pb
271 pb
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sensibilidade 75%, especificidade 71%, VPP 84%, VPN 59% e acurécia 74% para CaP versus
HPB.

Os niveis transcricionais do gene RNASEL nédo foram significativamente correlacionados
com 0s parametros clinico-histopatol 6gicos, tPSA pré-operatério (r = 0.12), Gleason (r =
0.23), TNM (r = 0.29) (Spearman, p > 0.05). Contudo, houve correlagdo positiva entre aidade

e os niveis transcricionais desse gene (Spearman, r = 0.59, p < 0.0001).
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Figura 5: Box Plot das medianas e quartis para os niveis relativos de expressdo, por
PCR semi-quantitativa, do gene RNASEL em amostras de sangue periférico de
pacientes com Cancer de Prostata (PCa), Hiperplasia Prostética Benigna (BPH) e
voluntarios saldaveis



4.1 Ensaios por PCR em tempo real

A priori a eficiéncia das reacfes foram calculadas para 0s ensaios em tecido e sangue e 0s

-0.1 e +0.1 (Figura 6); assim os resultados obtidos permitiram utilizar a expressio 2T para

a quantificagcdo dos transcritos dos biomarcadores.
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gréficos de regresséo linear foram gerados no software Microsoft Excel®. Os gréficos de
regresséo linear demonstraram que as eficiéncias das amplificagcbes do alvo e do controle

enddgeno sdo aproximadamente iguais, pois o valor de “a” para todos 0s ensaios estdo entre
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Figura 6: Eficiéncia das reagdes de PCR em tempo real obtida apés dilui¢do seriada de um pool de cDNA
(tecido) e uma amostra de cDNA (sangue). A e C — curvas geradas para 0s ensaios em sangue e tecido,
respectivamente, para o gene RNASEL; B e D — curvas geradas para 0S ensaios em sangue e tecido,
respectivamente, para o gene LSP1. Sendo que o valor de “a@’ na equagdo da reta (em destaque) estaentre-0.1 e

+ 0.1 (Applied Biosystems).
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A curva de dissociagcdo gerada ao final de cada reagdo demonstrou que ndo houve

amplificacdes inespecificas, formagdo de dimeros de primers ou contaminagdo das amostras,

demonstrando que as amostras utilizadas nos experimentos foram de excelente qualidade.

Conforme mostra a figura 7, as curvas de dissociacdo apresentaram apenas um Unico pico em

uma Unica temperatura e o controle da reacéo (seta), conforme esperado, ndo amplificou. As

curvas de amplificagdo demonstraram a mesma cinética, pois seguiram o mesmo padréo néo

havendo excesso ou falta de primers ou de amostrainicial que poderiainibir areagcéo
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Figura 7: Curvas de dissociagdo e de amplificacdo por PCR em tempo real para os genes LSP 1(A), RNASEL (B) e B2M (C).
Controle dareagao, indicado pela seta, ndo mostrou picos de amplificagao.
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A andlise descritiva demonstrou distribuicdo ndo normal dos dados e foram utilizados
testes ndo-paramétricos nas analises de expressdo. Com base nos scores fornecidos pela RQ-
PCR para cada gene, ndo foi encontrada diferenca de expressdo nas andlises em tecido
prostético [LSP1 (P=0.2) e RNASEL (P=0.07), Mann-Whitney]. As andlises em sangue
periférico demonstraram haver diferencas significativas de expressdo entre todos 0s grupos
em ambos 0s genes. Foi encontrada diferenca estatistica entre CaP vs HPB (LSP1, p = 0.02;
RNASEL, p = 0.01), HPB vs voluntarios saudaveis (LSP1e RNASEL, p < 0.0001) e entre CaP
vs volunté&rios saudaveis (LSP1 e RNASEL, p < 0.0001) (Figura 8). Contudo, ndo foram
encontradas diferencas de expressdo no grupo de pacientes com 2,5 ng/mL < PSA < 4,0
ng/mL para ambos biomarcadores (Test t, p > 0.05). Os niveis transcricionais do controle
enddgeno (B2M) foram avaliados com base nas andlises do Cr médio e ndo foram encontradas

diferencas de expressdo entre os grupos para nenhum dos marcadores analisados (p > 0.05;

Mann-Witney).
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Figura 8: Expressdo relativa dos genes LSP1 (A) e RNASEL (B) em amostras de sangue periférico de
pacientes com CaP, HPB e voluntérios saudéveis.
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Os cutoff fornecidos pela curva ROC e que indicaram uma melhor sensibilidade e melhor
especificidade foram: 1.79 para o gene LSP1 e 1.25 para o gene RNASEL (Figura 9). A partir
desses valores 0s odds ratio, sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acurécia, para 0s
biomarcadores individuamente e combinado, foram calculados. Para as andlises individuais
foram considerados positivos 0s pacientes que tiveram valores de expressao iguais ou maiores
gue 0S Sseus respectivos cutoff.

Foi encontrada uma chance 3.5 vezes maior para ocorréncia de HPB naqueles pacientes
LSP1 positivo em relacdo aos pacientes com CaP (p = 0.01, Cl 95% 1.42-8.63), 19 vezes em
relacdo aos individuos saudaveis (p = 0.0018, Cl 95% 1.88-15.70); e foi observada uma
chance de 5.4 vezes maior para ocorréncia de CaP quando comparado com individuos
saudaveis (p < 0.0001, ClI 95% 5.93-60.85). Em relagcdo ao gene RNASEL foi encontrada 3.2
vezes maiores chances para ocorréncia do CaP em pacientes RNASEL positivo comparado aos
pacientes com HPB (p = 0.02, Cl 95% 1.30-8.08), 78 vezes em relacdo aos individuos
saudaveis (p < 0.0001, Cl 95% 10.17-597.55); e quando comparado HPB e individuos
saudaveis foi encontrado 24 vezes maiores chances para ocorréncia de HPB (p < 0.0003, ClI
95% 2.89-201.73). Quando as andlises foram realizadas para um teste duplo-marcador
(Duplex assay), as chances para ocorréncia do CaP em individuos que apresentaram 0s
biomarcadores LSP1 negativo e RNASEL positivo, em relagdo aos individuos com HPB

aumentaram para 4.5 vezes (p = 0.003, Cl 95% 1.22-16.65).
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Figura 9: Curva ROC determinada por regressdo logistica univariada dos scores de cada biomarcador em
sangue periférico. A — RNASEL (cutoff 1.25); B — LSP1 (cutoff 1.79). Os valores AUC estéo dispostos
dentro dafigura

Com base nos mesmos cutoff os parametros clinicos do teste foram calculados. Em
relacdo ao gene LSP1 dos 30 pacientes com HPB 19 apresentaram scores de 1.79 ou maiores
(sensibilidade 63%); e dos outros 120, 102 tinham scores menores que 1.79 e foram
corretamente diagnosticados como pacientes sem HPB revelando uma especificidade de 85%.
Em relacdo ao gene RNASEL dos 60 pacientes com bidpsia positiva (CaP) 37 apresentaram
scores de 1.25 ou maiores (sensibilidade 61%); e dos 90 pacientes com bidpsia negativa
(HPB) e voluntarios saudaveis 82 foram classificados corretamente como pacientes sem
cancer demonstrando uma especificidade de 91%.

Para as andlises do teste duplo-marcador (Duplex assay) o critério de positividade foi
considerado quando os pacientes apresentaram LSP1 negativo e RNASEL positivo e de
negatividade todas as outras combinagdes, com base nos seus respectivos cutoff. Neste teste 0
CaP foi comparado contra todos os outros casos e demonstrou uma sensibilidade de 80% e
especificidade de 96%, com acurécia de 91%, melhorando, portanto, os parametros

diagndsticos, conforme mostra a tabela 2.
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Tabela 2. Par&metros diagnosticos para os testes realizados com base nos scores dos genes LSP1 e RNASEL

Marcador Cutoff  Sensibilidade % Especificidade % VPP % VPN%  Acuréacia%
LSP1 (RNAmM) 1,79 63 85 44 89 77
RNASEL (RNAm) 1,25 61 91 80 75 77
Duplex assay 80 9% 87 93 91

Esses foram os melhores valores considerados de acordo com o ponto na curva ROC com a minima disténcia do
ponto (0,1) ou 1-especificidade=0 e sensibilidade=1

CorrelacOes entre os niveis transcriocionais de ambos o0s biomarcadores e 0s parametros
clinico-histopatolégicos foram realizadas, porém foi encontrada correlagdo positiva para
ambos marcadores apenas entre os niveis transcricionais e a idade, LSP1 (p < 0.0001, r =
0.44), RNASEL (p < 0.0001, r = 0,62). Para os demais parametros ndo foi encontrada
correlacdo significativa (Soearman, p > 0.05), apresentando os seguintes valores de r para o
marcador LSP1, TNM (r = 0.11), PSA (r = 0.10), Gleason (r = 0.04); e parao RNASEL, TNM
(r=0.18), PSA (r =0.02), Gleason (r = 0.09).

...... As andlises entre a expressao desses marcadores e 0s dados clinico-histopatol égicos pelo
teste Exato de Fisher, com base nos mesmos cutoff, demonstraram associacdo entre 0s niveis
transcricionais do marcador RNASEL e o cancer mais avangado, T2c e T3 (p = 0.001 ep =
0.004, respectivamente). Quando o teste duplo-marcador foi avaliado, este apresentou o
mesmo comportamento (p = 0.04 e p = 0.01, para T2c e T3, respectivamente), sendo que para
os demais dados clinico-histopatol6gicos e para 0 marcador LSP1 ndo foram encontradas

associacles (Tabela 3).
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5DISCUSSAO

Apesar dos 6timos resultados obtidos com a PCR convencional neste trabalho, atual mente
0 método mais comum de andlise de expressdo génica é a PCR em tempo real. Esse método
guantitativo é mais preciso e sensivel (APPLIED BIOSY STEMS, 2004), aém disso a PCR
em tempo real tem varias outras vantagens em relacdo a PCR convencional.

A metodologia utilizada aliada as caracteristicas de cada biomarcador, agui avaliados,
contribuiram para o desenvolvimento de um teste diagnostico para o cancer de prostata. O
gene LSP1 esta expresso nas células hematopoiéticas e endoteliais, sendo um biomarcador
especifico para neoplasias do sistema imune e doenca de Hodgkin's, porém néo ha trabalhos
na literatura que o descrevam no cancer de prostata. Esse gene esta envolvido numa complexa
funcdo na regulacdo do recrutamento de leucocitos para sitios de inflamagdo. Além disso, um
SNP (single nucleotide polimorphism) nesse gene foi associado ao risco de desenvolvimento
de cancer de mama (MARAFIOI et a. 2003; EASTON et al., 2007), sinalizando seu papel no
microambiente tumoral.

O gene RNASEL também esté envolvido com a vigilancia do sistema imunolégico, pois
codifica uma proteina com atividade antiviral mediada por interferon. Vérias mutacGes tem
sido descritas nesse gene e algumas delas estdo associadas a predisposicdo ao cancer de
prostata (SILVERMAN, 2003). Varios sao os estudos que avaliam os efeitos dos niveis de sua
enzima, porém ndo ha descrito estudos de corte que avaliam os niveis de expressao desse gene
como feito no presente trabal ho.

O fato de 0 LSP1 ser encontrado na membrana de leucocitos e 0 RNASEL estar envolvido

com atividade antiproliferativa, e ambos envolvidos com a respostaimune, o desenvolvimento
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de um teste duplo-marcador para diagnostico diferencia do CaP em sangue periférico torna-
se muito promissor; aém de ser um método de deteccdo ndo invasivo. Neste trabalho
encontramos excelentes resultados que indicam o potencial desses genes como
biomarcardores para esta doenca.

Embora o PSA sérico estgja sendo usado ha quase trés décadas como biomarcador Unico
para o diagndstico do cancer de prostata, este porém, possui baixa sensibilidade além de ndo
ser tumor especifico (THOMPSON et al., 2004). Atualmente, na pratica clinica, o cutoff
utilizado para 0 PSA é de 2.5 ng/mL, mas h& estudos que indicam que este valor possui 0
mesmo comportamento do 4.0 ng/mL, ou sga baixa sensibilidade e especificidade
(THOMPSON et al., 2004; THOMPSON; ANKERST, 2007).

Trabalhos na literatura reportam dados de diversos potenciais biomarcadores para o CaP
principalmente em sangue periférico, tecido prostdtico e urina (GREGORIO, 2007;
MAKARQV et a., 2009; POEL, 2007; SHAPPELL, 2008), porém poucos possuem
resultados tdo bons quantos os apresentados nesse trabaho, incluindo o recente e mais
poderoso biomarcador PCA3 (Ouyang et al., 2009; WRIGHT; LANGE, 2007). Um método
largamente utilizado em estudos que envolvem testes diagndsticos é a curva ROC; que é um
gréfico que demonstra a razdo entre falsos-positivos (eixo X) e verdadeiros-positivos (eixo
Y); adém de indicar a melhor sensibilidade e especificidade do teste, pois quanto mais
proxima a curva esta do eixo Y mais proximo de 1 é o valor da area under curve (AUC) e
mais verdadeiros positivos o teste detecta e, portanto, melhor € o teste (AKOBENG, 2006).

Estudos que utilizaram a curva ROC para avadiar o PCA3 na urina revelaram um
desempenho pouco menor que os resultados deste trabalho, como sensibilidade que varia de
61% a 82%, especificidade de 76% a 89% e area sob a curva ROC (AUC) de 0.66 a 0.87
guando normalizado aos niveis de PSA (WRIGHT; LANGE, 2007). Apesar de esses

resultados serem relativamente bons, sua aplicacdo na prética clinica é inviavel, pois 0s
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pacientes sdo submetidos a massagem prostética antes da coleta de secrecdes prostaticas, o
gue é um procedimento invasivo e desconfortante para os pacientes. Ouyang e colaboradores
em estudo que avaliou os biomarcadores PSA sérico, PCA3 e AMACR em urina de pacientes
submetidos a massagem prostética ndo encontrou diferenca de expressdo para o PSA, e a
sensibilidade foi de 70% e 72% e a especificidade de 71% e 59% para AMACR e PCA3,
respectivamente. Estes parametros aumentaram para 81% e 84%, respectivamente quando um
teste de duplo-marcador foi aplicado. Contudo, o referido estudo avaliou somente 92
pacientes classificados em cancer e ndo cancer, sem estratifica-los, aém disso, os pacientes
foram submetidos a massagem prostatica.

...... Neste trabalho a curva ROC apresentou valores de AUC muito significativos (0.74 para o
LSP1 e 0.86 para RNASEL) para os respectivos cutoff de ambos marcadores. Shappell (2008)
apresentou consideraveis valores AUC para o PCA3 (0.68) e AMACR (0.69), mas ndo para o
PSA (0.52), na urina. Porém, o PSA sérico demonstrou consideravel valor de AUC (0.68) a
4.0 ng/mL (THOMPSON et al., 2005).

Neste trabalho foram avaliados dois novos biomarcadores para a detec¢do do cancer de
préstata em sangue periférico e desta forma trata-se de um método ndo invasivo e que ndo
causara nenhum desconforto ao paciente, pois 0 método de coleta da amostra trata-se apenas
da coleta do sangue. O fato de ter sido utilizado um grupo controle do estudo torna os
resultados deste trabalho ainda mais robustos, visto que, outros trabalhos na literatura néo
utilizam de grupo controle, tais como o de Ouyang e colaboradores (2009). Os biomarcadores,
aqui estudados, conseguiram distinguir consideravelmente CaP de HPB, o que € uma
vantagem para o diagndéstico inicial da doenca, bem como para a deteccdo diferencial em
homens acima dos 60 anos de idade; pois estes apresentam algum grau de HPB e
normalmente, atos valores de PSA. Além disso, 0s pacientes que tiveram o biomarcador

LSP1 e RNASEL positivo apresentaram 3.5 e 3.2 maiores chances em desenvolver HPB e



50

CaP, respectivamente. Quando o teste duplo-marcador foi aplicado as chances em
desenvolver CaP aumentaram para 4.5 vezes, melhorando o diagndstico.

Os parédmetros clinicos encontrados nos testes realizados neste estudo superaram 0s
descritos na literatura, demonstrando um excelente desempenho e apresentando alta
sensibilidade e especificidade para ambos marcadores. Esses resultados melhoraram ainda
mais quando o teste duplo-marcador foi aplicado, aumentando a sensibilidade para 80% e a
especificidade para 96%; enquanto dados da literatura demonstram que o PSA sérico
apresenta sensibilidade de 37% e 53% e especificidade de 73% e 72% para cutoff de 2.1 a 3.0
ng/mL, sendo que a 2.6 ng/mL somente 40.5% dos casos de cancer sdo detectados e 61% dos
casos sdo falsos positivos a 1.1 ng/mL (THOMPSON et al., 2004, 2005).

Com bases nos excelentes resultados encontrados nesse estudo podemos sugerir 0 uso
desses marcadores em um teste diagndstico que possa auxiliar o0 PSA, ou mesmo suplanté-lo,
na deteccdo do cancer de préstata, visando diminuir os custos com as repetidas biopsias
negativas e minimizar os desconfortos causados aos pacientes, com um teste que sga
minimamente invasivo. Contudo, futuros cortes, envolvendo outras popul agdes, sdo esperados
parafornecer a reprodutibilidade necessaria para suainser¢cdo na pratica clinica.

O desenvolvimento da HPB e do CaP bem como as relagdes entre eles ainda ndo séo
totalmente entendidos, porém existem hipoteses que sugerem que 0 metabolismo androgénico
atua em conjunto com eventos inflamatorios, na ocorréncia da HPB e na severidade do cancer
de prostata.

Fatores como infeccdo, exposicdo hormonal e injaria podem levar a inflamacdo das
células da prostata. A inflamac&o pode ser um estagio pré-HPB, pois ha autores que sugerem
gue a hiperplasia pode ser uma forma da atrofia inflamatéria proliferativa (A1P); ou as duas
condi¢des podem ocorrer concomitantemente (REBBECK et a., 2008). A sinalizacdo

intracelular feita pelo receptor de andrégeno (AR) ligado a dihidrotestosterona (DHT) leva a
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liberacdo de citocinas e fatores de crescimento resultando em uma répida proliferagdo celular
e, consequentemente ao desenvolvimento da HPB. Durante a cascata de sinalizagdo o
estimulo por algum fator de transcricdo pode levar a expressdo de genes envolvidos com a
resposta imune/inflamatéria, como o LSP1. A alta expressdo do gene LSP1 resulta no
recrutamento e na passagem dos leucdcitos através do endotélio para sitios especificos como a
HPB. A expressdo do LSP1 em células endoteliais também contribui na formagdo de gaps no
endotélio parafacilitar a passagem desses leucacitos.

O gene RNASEL também esta envolvido com a resposta imunologica. A via biologica na
gual este gene participa no cancer de prostata ainda ndo esta esclarecida, mas ha trabalhos que
sugerem que horménios esterides podem influenciar no processo de carcinogénese e o
estimulo de andrégeno pode ativar a expressdo de genes da familia dos interferons
(REBBECK et al., 2008). Os interferons, por sua vez, ativam a via da RNAse L que
desempenhara suas atividades antiproliferativa e proapoptética (SILVERMAN, 2003) na
tentativa de conter o cancer, e haverd um consegiente aumento na sua expressdo. Fatos esses
gue suportariam os resultados encontrados no nosso trabalho. Apesar do papel dos genes
LSP1 e RNASEL na biologia do CaP ainda serem desconhecidos, pode ser uma hipdtese

paraexplicar os altos niveis de expressdo desses genes.
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6 CONCLUSAO

Este € o primeiro relato da aplicacdo destes dois genes no diagnodstico do cancer de
préstata com deteccdo no sangue periférico, e também é a primeira vez que se usa dois genes
com aplicagdes contrastantes, sendo que o LSP1 detecta principalmente o HPB e o RNASEL
detecta 0 cancer. Quando juntos, esses dois marcadores tém a capacidade de discriminar 0s
casos de cancer de prostata com 96% de especificidade. Esses biomarcadores demonstraram
excelente sensibilidade e acurécia, sendo que o RNASEL demonstrou melhor desempenho.
Contudo, o teste duplo-marcador forneceu uma acurécia ainda melhor que os testes
individuais. Os excelentes resultados levam-nos a sugerir 0 uso concomitante de ambos os
genes na prética clinica como uma ferramenta adicional a0 PSA sérico no diagnostico
diferencia do cancer de préstata, uma vez que, trata-se de um teste ndo invasivo e muito
especifico. Além disso, o teste duplo-marcador pode servir para 0 monitoramento de pacientes
acima dos 50 anos de idade que, comumente, possuem algum grau de HPB. Assim, este teste
pode contribuir para diminui¢éo do nimero bidpsias negativas que se tornam desnecessarias e
trazem grande desconforto aos pacientes. Como se trata do primeiro estudo que avalia esses
biomarcadores, outros estudos de corte devem ser conduzidos para avaliar seu real potencial

em outras popul agdes.
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Gene Acesso GenBank Primer Sequéncia (5’ —-3') Posicéo
LSP1 NC_000011 LSPRNAF ATACACCCAGGCCATCGAGA 874-893
LSPRNAR ATGCTGGGCAGCTCTATGGA 9438-929
RNASEL NC_000001 RNASELRNAF TGCCCGAAATGTCCTGTCA 1547-1565
RNASELRNAR CAGGTGAGCAGCTTTCTTAGAATCTA 1670-1645
B2M NC_000015 B2MRNAF CCTGCCGTGTGAACCATGT 356-374
B2MRNAR GCGGCATCTTCAAACCTCC 449-431
RNASEL NC_000001 RNASEL1F GTGAGCAGACTCTGGAAGCG 1477-1496
RNASEL2R CAGCCGTCCAAGGTCCTCTA 1729-1748
B2M NC_000015 B2M1F AGCAGAGAATGGAAAGTCAAA 162-182
B2M2R TGTTGATGTTGGATAAGAGAA 676-696




61

ANexos

Anexo |

@j UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
Termo de Consentimento

O Laboratdrio de Genética Molecular dirigido pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho
juntamente com o Servigo de Urologia, do Hospital de Clinicas da Universidade Federa 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 realizacdo dos exames laboratoriais sera necessaria a coleta de 10 ml de sangue
periférico, e hidpsias de tecido normais e tumores da préstata. Cabe ressaltar, que todo
material utilizado serd estéril e descartavel, e no caso das bidpsias, serdo realizadas
juntamente com os procedimentos rotineiros do centro cirdrgico do Hospital de Clinicas, sem
gualquer desconforto adicional ao paciente. O material coletado sera enviado ao laboratorio
de Genética Molecular da Universidade Federal de Uberlandia, onde seréo 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 sga
possivel detectar em que estagio de desenvolvimento se encontra a doenga no paciente, bem
como definir os possiveis biomarcadores a serem utilizados na deteccéo precoce, auxiliando o
tratamento. Almeja-se com isso, estabelecer um programa de tratamento precoce e integrado
do paciente, afim de prevenir o desenvolvimento da doenca.

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

Pel os presentes termos apresentados por este documento, Eu,

concordo em colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, beneficios e
direitos.

Assinatura

Testemunhas
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Anexo |1

Protocolo extracéo de RNA sangue

1-Colocar todo o sangue em tubo falcon (15mL);
2-Centrifugar o sangue por 10 min a2.500 rpm a4°C;
3-Transferir o plasma para um microtubo e armazenar a -80°C;

4-Deixar no maximo 2,5mL no tubo. Caso o volume esteja acimade 2,5mL dividir o total em
dois tubos,

5-Adicionar nove partes (11,5mL) de cloreto de ambnio e uma parte (1,25mL) de bicarbonato
de amdnio. Misturar antes de adicionar as células, 5 vezes 0 volume das hemacess,

6- Inverter delicadamente para misturar bem;

7-Incubar em gelo por 15 minutos;

8-Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C e descartar 0 sobrenadante;

9-Adicionar 1,0mL de solucéo D (ou 950uL de solucéo D + 50uL de sarcosil 10%);

10- Adicionar 8uL de [3-mercaptoetanal;

11- Agitar no vortex paradiluir o pellet de células e mergulhar no gelo;

12- Adicionar 100uL de acetato de sddio 2M pH=4;

13- Adicionar 1,0mL de fenol saturado em agua (pH =4 e5);

14- Acrescentar 200uL de cloroférmio-alcool isoamilico (49:1, 196pL: 4uL);

15-Vortexar a suspensdo por 10 segundos e distribuir a mistura em tubos de 2,0mL (nomear
cada tubo). Colocar no gelo por 15 minutos;

16- Centrifugar aamostra por 15 minutos a 12.000g a4°C;

17- ApGs centrifugar, transferir no méximo 1,0mL da fase aquosa para cada microtubo de
2mL e adicionar cerca de 750uL de isopropanol gelado e manter a -20°C (freezer) — Deixar
overnight (minimo 4 horas);

18- Centrifugar a 12.000g por 15 min a4°C e descartar 0 acool com cuidado;



19- Lavar com 1,0mL de Etanol 75% e descartar o sobrenadante;
20- Deixar 0 RNA secando por 15 minutos;

21- Ressuspender o pellet em cerca de 25uL de agua DEPC.
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Anexo |11

Protocolo extracéo de RNA tecido

O-

Adicionar trizol ao tecido, 100 mg tecido p/ 1 mL trizol — homogenizar

Esperar 5 minuots — homogenizar no vértex.

Centrifugar 12000G — 10 minutos — 4°C

Coletar o sobrenadante em tubo novo

Adicionar 0,2 mL de cloroformio p/ 1 mL trizol

Agitar 15 segundos e incubar 2 a 3 minutos de 15 a 30°C

Centrifugar 12000G por 15 minutos

Coletar sobrenadante em tubo limpo e adicionar 0,5 mL de dcool isopropilico p/ 1 mL
de trizol

Incubar de 15 a 30°C por 10 minutos

10- Centrifugar 12000G por 10 minutos

11- Remover sobrenadante

12- Adicionar 1 mL de etanol 75% misturar e centrifugar 7500G 5 minutos, secar o pellet e

diluir em 50 pL de &gua DEPC.

Obs. Todo o material que sera utilizado na extragdo deve ser novo, esterilizado e as luvas

devem ser periodicamente trocadas.
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