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1. RESUMO!

O PSMA ¢ altamente expresso em carcinomas prostaticos, com baixa ou nenhuma expressao

em HPB e NIP. Para este trabalho, foram isolados RNAm de fragmentos prostaticos de

pacientes com HPB e CaP. Apos a RT, o cDNA foi co-amplificado utilizando-se primers

homologos aos genes PSMA e B2M. Os amplicons foram quantificados e submetidos a razdo

de RNAm PSMA/RNAm B2M obtendo-se a abundincia relativa do gene PSMA. As razGes
néio seguem uma distribuigio normal (n = 39; p <0.0001), de acordo com o teste de Shapiro-
Wilk. O teste de Kruskall-Wallis para a média dos fragmentos prostaticos mostrou que as
amostras provém de populagdes diferentes, com p < 0.05. Os coeficientes de correlagao entre
CaP e HPB e entre a expressdo relativa do gene PSMA e o nivel de PSA sérico foram de 0.343
e 0.412 respectivamente, indicando que os niveis relativos dos transcritos do gene PSMA
aumentam de acordo com os niveis de PSA sérico. Os resultados evidenciam risco aumentado
em 6 vezes ao desenvolvimento do cancer de prostata quando a expressdo do gene PSMA se
torna igual ou maior ao valor de 0,4. O estudo multiplex semiquantitativo (RT-PCR) aqui
desenvolvido mostrou que ha uma associagdo positiva entre 0 aumento na expressdo do gene
PSMA e o desenvolvimento do cancer de prostata, sugerindo que o PSMA esta envolvido no

desenvolvimento deste tumor.

! pSMA=antigeno prostatico cspecifico de membrana; HPB=hiperplasia prostatica benigna; NIP=neoplasia
intraepitelial, RT=transcrigdo reversa; B2M=R-2-microglobulina; CaP=adenocarcinoma ou cancer de prostata



2. INTRODUCAO

Atualmente, tém se tornado cada vez mais claro que a prostata constitui um dos
maiores problemas clinicos em homens com idade superior a 50 anos. O cancer de prostata ¢
atualmente o segundo tipo de cincer que mais atinge homens, sendo superado somente pelo
cancer de pele, ndao melanoma. (Walsh & Worthington, 1998). Segundo as estimativas de
incidéncia e mortalidade por cancer no Brasil, do Instituto Nacional de Cancer, deverdo
ocorrer 32.240 novos casos de cancer de prostata e 8.230 mortes por este cancer em 2003.
Enquanto a incidéncia esta ligada as caracteristicas demograficas da populagdo, a alta taxa de
mortalidade € causada pelo retardo de diagnostico, o que favorece a ocorréncia de tumores
com capacidade de invasdo local e de metastase. (INCA, 2003; Poste & Fidler, 1980).

A identificacdo e caracterizagdo de novos antigenos ou a expressdo de genes
especificos ao cancer de prostata podem prover novos biomarcadores e também fornecer
instrumentos para o desenvolvimento de novas modalidades de tratamento (Bussemakers et
al., 1999).

O PSMA (antigeno prostatico especifico de membrana), uma proteina transmembrana
tipo II, é altamente expresso em carcinomas prostaticos e apresenta baixa ou nenhuma
expressio em hiperplasias prostaticas benignas (HPB) (Israeli ef al., 1994). Este antigeno foi
primeiramente descrito por Horoszewicz ef al. (1987) usando o anticorpo monoclonal 7E11-
C5 produzido contra linhagens de células de adenocarcinoma prostatico. O gene PSMA esta
localizado no cromossomo 11 (Rinker-Schaeffer ef al., 1995), mais exatamente na regido
11p11.2 (Leek ef al, 1995), consiste de 18 introns e 19 exons que constituem
aproximadamente 60kb de DNA gendmico (O’Keefe ef al., 1998), apresenta um RNAm de
2.65 kb e codifica uma proteina de 750 aminoacidos, apresentando uma estrutura constituida
de trés partes: uma regido interna com 19 aminoacidos, uma regido transmembrana com 24

aminoacidos e uma regido externa com 707 aminoacidos (Llanes ef al., 2002).
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O PSMA atua tanto como uma neurocarboxipeptidase como uma folato hidrolase,
estando envolvido na regulagdo neuroendécerina do crescimento e diferenciagdo da prostata
(Pinto ef al.,, 1996). Os folatos sdo familias de vitaminas necessarias a sintese de DNA e a
transferéncia dos grupos metil no ciclo da metionina (Selhub & Rosenberg, 1996). As
implicagdes da localizagdo intracelular de folato hidrolase ou carboxipeptidase sao de extrema
importancia, ja que as células normais retém folato intracelularmente formando poligama-
glutamatos. O PSMA remove o radical gama, levando a célula prostatica normal a uma
deficiéncia de folato, o que pode induzir ao cancer (Tasch ef al., 2001), tanto por meio da
elevagdo da taxa de danos ao DNA devido a alta incorporagdo de uracila ao invés de timina, ja
que o folato é responsavel pela doa¢do de um grupo metil a uracila, convertendo-a em timina,
que ¢ usada para sintese e reparo de DNA (Duthie ef al., 2002), como por meio da alteragdo
da metilagdo do DNA, pois o folato também ¢ responsavel pela sintese de metionina e S-
adenosil-metionina, requeridos para a manutengdo do padrdo de metilagdo do DNA, que
determina a expressdo génica e conformac¢do do DNA, sendo ambos fatores de risco ao
desenvolvimento de cancer (Fenech, 2001).

Devido a superexpressdo do PSMA na membrana das células tumorais, esta proteina
podera servir como alvo terapéutico em estratégias imunologicas e genéticas. Uma grande
variedade de aplicagdes clinicas utilizando o PSMA vem sendo desenvolvida, podendo haver
um grande impacto no diagndstico do cancer de prostata e no tratamento dos pacientes.

O RT-PCR semiquantitativo é uma metodologia rapida e eficaz para estimar
quantidades relativas da expressdo génica em populagdes de RNAs mensageiros, utilizando-se
um gene constitutivo como controle interno da reac@o, o qual € utilizado para normalizar os
niveis de expressdo do gene alvo e também para caracterizar a qualidade do RNA (Favre ef

al., 1997; Pernas-Alonso ef al., 1999).



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Obtencio das amostras e extracio do RNA

As amostras foram coletadas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) pela equipe médica e ambulatorial do setor de Urologia, mediante
autorizagdo dos pacientes, os quais assinaram Termo de Consentimento, e aprovagdo do
Comité de Etica da UFU. Apos coleta, o material foi levado para o Laboratério de Genética
Molecular da UFU e armazenado a —80°C para posterior processamento. Neste estudo, foram
utilizados fragmentos provenientes de 39 pacientes, sendo que 25 foram submetidos a
prostatectomia radical e apresentavam adenocarcinoma de prostata e 14 submetidos a
resseccdo transuretral da prostata (RTU) e apresentavam hiperplasia prostatica benigna
(HPB). A média de idade dos pacientes com adenocarcinoma foi de 66 = 6,2 anos e dos
pacientes com HPB foi de 72 + 10,2 anos (+ desvio padrio).

O RNA total dos fragmentos foi extraido utilizando reagente TRIZOL (Invitrogen)
conforme protocolo otimizado no Laboratorio de Genética Molecular da Universidade Federal

de Uberlandia e seguindo-se as recomendagdes do fabricante.

3.2. RT-PCR semiquantitativo

A transcrigdo reversa foi realizada para cada amostra, utilizando 1pg de RNA total, 20
U de inibidor de RNase (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham Pharmacia), 1X de
Tampdo da MMLV-RT (Amersham Pharmacia), 200 uM de dNTPs (dGTP,dATP, dTTP e
dCTP) e 0,5 ug de hexameros como primers randomicos. O volume final de cada reacdo foi
completado para 20 pl de agua tratada com DEPC. A solug@o foi incubada em termociclador
PTC-100 (MJ Research Inc.) a 37°C por 1 hora e aquecida a 95°C por 5 minutos para
inativagdo da enzima MMLV-RT. O produto da transcrigio reversa (cDNA) foi co-

amplificado por PCR utilizando-se dois diferentes pares de primers, desenhados para terem



homologia com o gene PSMA e o gene constitutivo B2M. O par de primers para o gene PSMA
foi desenhado por meio do software Primer Design, versdo 2.0 e do software Oligo Tech,
versdo 1.0, sendo o direto (5°- GAA TGC CAG AGG GCG ATC TA - 3°) e o reverso (5°-
TTC TAG GAG CTT CTG TGC ATC ATA GTA TCC - 3°), anelando na jungao dos exons 4
e 5 e na jungdo dos exons 7 e 8 respectivamente, amplificando um fragmento de 419 pb. Para
amplificagdo do gene B2M, os primers utilizados foram: forward (5’-AGC AGA GAA TGG
AAA GTC AAA-3’) e reverso (5°-TGT TGA TGT TGG ATA AGA GAA-3’), que se ligam
nos exons 2 e 4 respectivamente, amplificando um fragmento de 534pb.

Para cada reagdo de PCR, 4 ul de cada cDNA, sintetizado na transcri¢do reversa,
foram co-amplificados em um volume final de 25 pl, contendo 200 uM de dNTPs (Amersham
Pharmacia); 7,5 pmoles do par de primer da B2M e 10 pmoles do par de primer PSMA; 2,0
mM de MgCl, (Promega); 1,5 unidades de Taqg DNA polimerase (Promega); 1X do tampéao da
Taq (Promega) e o volume final foi completado com agua ultrapura. A mistura foi aquecida a
95°C por 3 minutos, seguida de 29 ciclos a 95°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e
72°C por 40 segundos e uma extensdo final de 10 minutos a 72°C. ReagOes de controle
negativo sem o cDNA foram incluidas para monitorar possiveis contaminagdes dos reagentes.

Para realizacdo do semiquantitativo, foi necessario determinar o numero ideal de
ciclos de PCR para que a co-amplificagdo estivesse na fase exponencial, e em fases de
otimizagdo para a RT-PCR multiplex semiquantitativa, o numero decidido foi
experimentalmente determinado.

Ap6s a co-amplificagdo, 10 pl de cada produto de PCR misturados com loading dye
(12.5 mg de azul de bromofenol, 4,0 g de sacarose e 5,0 ml de agua) foram analisados por
eletroforese em gel 1,5% de agarose por 1,5 hora a 100 V em tampdo TBE 0,5X (450 mM de
Tris, 450 mM de 4cido borico, 10 mM EDTA, pH 8,0). Os géis foram corados com 0,5 mg/ml

de brometo de etidio. Os amplicons gerados a partir das amostras de adenocarcinoma e de



HPB, tanto para o gene PSMA como para o gene B2M foram analisados e quantificados
quando as suas densidades Oticas no programa Image Master VDS Software, versdo 2.0 e as
leituras foram submetidas a razdo de RNAm PSMA/ RNAm B2M para obter a abundancia

relativa do gene PSMA nas amostras.

3.3. Analises Estatisticas

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para testar normalidade das amostras de
adenocarcinoma prostatico e HPB (n=39). O teste de Kruskall-Wallis foi aplicado para
verificar se a média das duas regides de adenocarcinoma ¢ estatisticamente diferente da média
das duas regides das amostras de HPB. Os valores de p < 0.05 foram considerados
estatisticamente significantes. Além disso, foram determinados os coeficientes de correlagdo
simples para a abundancia relativa total do gene e niveis de PSA sérico. Para a analise do
risco relativo ao desenvolvimento do céncer de prostata (Odds Ratio) foi determinado um

valor de corte.



4. RESULTADOS

O padrio de RNA obtido para as amostras foi de boa qualidade, apresentando baixa ou
nenhuma contaminacdo com DNA, o que permite a realizacdo de pesquisas com expressao
génica. As amplificagdes das amostras provenientes de pacientes com CaP e HPB para os
genes PSMA and B2M sao mostradas nas figuras 1 e 2 respectivamente, onde € possivel
verificar que a expressio do gene € muito varidvel em amostras de pacientes com
adenocarcinoma e HPB.

A razio RNAm PSMA / RNAm B2M ndo segue uma distribui¢do normal (n = 39; p
<0.0001), de acordo com o teste de Shapiro-Wilk.

O teste de Kruskall-Wallis para a média dos fragmentos prostaticos benignos e
malignos mostrou que as amostras vém de populagdes diferentes, com p <0.05.

Os coeficientes de correlagio entre CaP e HPB e entre a expressdo relativa do gene

PSMA e o nivel de PSA sérico foram 0.343 e 0.412 respectivamente, indicando uma
correlagio entre o aumento na expressdo do gene PSMA em pacientes com adenocarcinoma
prostatico com o aumento dos niveis de PSA sérico. Nao houve correlagéo significativa entre
a expressio do gene PSMA com os demais dados clinicos (Gleason, TNM, Whitmore &
Jewett). As analises estatisticas demonstraram que ndo ha diferenca significativa na
abundancia relativa do gene PSMA entre as regides tumorais R1 e R2 (p=0.2129).

Os resultados evidenciam um risco aumentado em 6 vezes ao desenvolvimento do
cancer de prostata quando a expressdo se torna igual ou maior a 0.4. O risco relativo ao cancer
0de prostata relacionado ao aumento da abundéncia relativa do gene PSMA encontra-se na
figura 3.

A utilizagdo do gene PSMA como um teste diagnostico clinico, tendo como valor de

corte a abundéncia relativa > 0.4 apresentou 64% de eficiéncia, 87% de sensibilidade, 50% de
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especificidade e 86% de valor preditivo negativo. Para o calculo, os dados de expressdo média

foram utilizados. (Tabela 1).
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5. DISCUSSAO

RT-PCR ¢ um método rapido para se estimar a quantidade relativa de uma mensagem
em varias populagdes de RNA (Santagati er al. 1997). A transcri¢do reversa usando primers
hexanucleotideos randomicos aqui desenvolvida, e como descrito por Santagati ef al. (1997) e
por Pernas-Alonso e7 al. (1999), foi mais eficiente para a analise dos transcritos de ambos 0s
genes, PSMA and f2M, porque foi feita de uma simples prepara¢do de RT. Além disso, 0 uso
de um controle endoégeno da RT-PCR (B2M) para a avalia¢do da expressdo do gene PSMA
gene foi eficiente na minimizagdo das variagdes entre tubos, capazes de interferir no resultado
final.

A amplificagio do gene B2M foi utilizada para avaliar a integridade do RNAm ¢
também como referéncia para permitir a semi quantificagdo do RNAm do gene PSMA. A co-
amplificagdo foi possivel devido ao fato de que este gene constitutivo ndo apresenta uma
expressdo acentuada, pois se isso acontecesse, O mesmo nimero de ciclos ndo seria possivel,
uma vez que o gene B2M alcangaria a fase platd antes do gene PSMA.

O estudo semiquantitativo (RT-PCR) aqui desenvolvido mostrou que ha uma
associagio positiva entre 0 aumento na expressao do gene PSMA e o desenvolvimento do
cancer de prostata. sugerindo que o PSMA esta envolvido no desenvolvimento deste tumor.
Wright ef al. (1995) demonstraram que amostras de tecidos com HPB apresentam expressao
de PSMA baixa ou ausente, e que tecidos prostaticos malignos apresentam a maior expressao
de PSMA, corroborando com este estudo. Renneberg ef al. (1999) mostraram que c€lulas

derivadas de tecidos com HPB sdo negativas para a expressdo do gene PSMA. Observagdes de
que o PSMA aparenta ser diferentemente expresso em HPB e CaP (Wright et al, 1996;
Kawakami & Nakayama, 1997; Sweat et al., 1998 Beckett ef al., 1999) sugerem que o PSMA
pode ser um marcador eficiente para diferenciar CaP de HPB, reduzindo o nimero de biopsias

desnecessarias.
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TABELA 1: Risco relativo ao cancer de prostata relacionado ao aumento na abundincia

relativa média do gene PSMA.

Classe

HPB (n)
CaP (n)
OR

95 % IC

Abundancia relativa do gene

PSMA
<0,4 >0,4
12 2
12 13
1,00 6,5
(1,20- 35,23)

OR — odds ratio (risco relativo) 1C — mtervalo de confianga.
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9. LEGENDAS

FIGURA 1: Padrio eletroforético, em gel de agarose 1,5%, das duas regides prostaticas (Rle
R2) de pacientes com adenocarcinoma que foram submetidos a prostatectomia radical. O
fragmento do gene PSMA corresponde a 419pb e o gene B2M corresponde a 534pb. M=

marcador de 50pb. B= controle negativo.

FIGURA 2: Padrio eletroforético, em gel de agarose 1,5%, de pacientes com hiperplasia
prostatica benigna (HPB). O fragmento do gene PSMA corresponde a 419pb e o gene B2M

corresponde a 534pb. M= marcador de 50pb. B= controle negativo.

FIGURA 3: Grafico da abundancia relativa média do gene PSMA versus a frequéncia de

individuos com hiperplasia prostatica benigna (HPB) e cancer de prostata (CaP).
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