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RESUMO!

O desenvolvimento de diagnosticos moleculares ¢ de suma importancia para 0
combate ao cancer de prostata. Basela-se na busca por genes especificos que possam
servir como indicadores do estado de saude da Prostata. Entre 05 possiveis candidatos,
destaca-se o gene EF1A (Elongator Factor 1). que codifica uma proteina responsavel
pela incorpora¢do correta dos aminoacidos durante o processo de clongagdo da
proteina, além de exercer outras fungdes como a de apoptose. O presente trabalho teve
o objetivo de verificar s¢ 0S niveis de expressdo desse gene ¢ um bom modelo
molecular para auxiliar no diagnostico clinico do Cancer de Prostata. Foi realizado
uma analise semi-quantitativa da expressdo do gene EF1A em sangue de pacientes
com Céancer de Prostata (CaP), Hiperplasia Protatica Benigna (HPB) ¢ Controle
Saudavel. O RNA foi extraido em duplicata de cada paciente e, em seguida, realizou-
se uma RT-PCR, com um par de primers homologo ao gene EF1A e outro par
homologo ao gene B2ZM. Os amplicons foram quantificados por densitometria otica, €
submetidos a razdo RNAmM EF1A/ RNAm B2M obtendo-se a abundancia relativa do
gene alvo. Os resultados mostraram que houve uma diminui¢do nos niveis de
expressdo do gene EF1A de acordo com O aparecimento do Cancer, contrastando com
dados da literatura. Este contraste pode ser devido a fungdo apoptotica também
postulada ao EF1A, pois quando sua expressao esta alta como no caso da expressao
no grupo HPB, estas células se encontram €m estagio proapoptotico. J4 quando sua
expressdo ¢ baixa, cOmMo ¢ o caso dos pacientes do grupo CaP. as células estdo em
funcdo antiapoptotica. O carater preliminar deste trabalho impossibilita a confirmac¢do

desses achados, mas, por outro lado, evidencia as potencialidades deste tipo de estudo.

Palavras-chave: Cancer de prostata; EF1A; RT-PCR

viil

[ —
! PTI-I:?rostate Tumor Inducing 1;EF1A= Fator de Elongagdo 1 A; CaP= Cancer de Prostata; HPB=
Hiperplasia Prostatica Benigna; RT-PCR= Transcrigdo Reversa-Reagdo em cadeia da Polimerase; RNAm:

RNA mensageiro



1. INTRODUCAO:

1.1 A Préstata:
A prostata ¢ uma glandula constituida de 30% de tecido fibromuscular € 70% de

tecido glandular que s€ localiza na pelve circundando a parte posterior da uretra masculina

(TANAGHO, 1992) (Fig. 01).

Testioulo
Urxelrs

Figura 01. Localizacdo da glandula prostatica

(INCA. 20006).

Segundo Coffey (1992), a prostata ¢ anatomicamente dividida em 5 Zonas (Fig. 02)

e Zona fibromuscular anterior: composta praticamente por musculo liso.

e 7ona Periférica: representa a maior subdivisdo anatdmica, contendo 75% do
tecido glandular. Este ¢ o local onde quase todos os carcinomas se
desenvolvem e, por isso, € um alvo importante durante a bidpsia.

e Zona Central: contém 0S8 25% do tecido glandular restante e ¢ incomum
carcinogénese.

e Zona pré-prostatica: funciona como um esfincter durante a ejaculacdo para
prevenir o refluxo do liquido seminal para a bexiga.

e Zona de transi¢do: € 0 local de origem da Hiperplasia Prostética Benigna.
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Figura 2. Divisao anatomica da glandula prostatica

1.2. Algumas Patologias da Prostata:

A homeostase desta glandula € mantida pelo balango entre as acoes dos fatores que
estimulam ¢ dos que restringem o crescimento celular. A falta de controle entre esses
mecanismos pode resultar em instabilidade genética com alteragdes nos processos de
crescimento das células (GRIFFITHS & MORTON, 1999).

Portanto, anormalidades no crescimento e/ou infecgdes neste 6rgdo causam algumas
das doengas mais comuns €m homens com idade superior a 50 anos, COMO as Prostatites, a
Hiperplasia Prostatica Benigna € 0 Cancer de Prostata (SROUGI & CURY, 1998). Estas
doengas apresentam grande significado clinico, ndo sO pelas suas conseqiiéncias mas,
também, pela alta freqiiéncia com que s¢ manifestam (SROUGI & CURY. 1998).

A Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) e o Cancer de Prostata (CaP) sdo as duas
principais patologias da glandula prostatica. S&o originadas por alteragdes que resultam em
disturbios do crescimento e/ou da diferenciagdo celular (BOGLIOLO, 1998).

A Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) ¢ um aumento no volume da prostata,
resultante de um aumento das glandulas periuretrais. N&o resulta de uma simples
hipertrofia, mas provém de vArios mecanismos interativos hormonais que levam a secreta
fatores de crescimento interferindo no crescimento das células epiteliais (COFFEY, 1992;
WALSH, 1992; SROUGI & CURY, 1999).
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A HPB ocorre em quase 80% dos homens por volta dos 80 anos, sendo responsavel por
infeccdes urinarias a partir dos 50 anos de idade (WALSH & WORTHINGTON, 1998).

O Céancer de Prostata corresponde a um aumento na taxa de proliferagdo celular ¢
diminui¢do na taxa de morte celular. A disfungdo no processo regulatorio associada a mutacoes
genéticas reflete graus de respostas anormais dos fatores de crescimento, gerando um processo
que leva a formagao de clones autonomos de células malignas (GRIFFITS & MORTON, 1999).

Acredita-se que o Cancer de Prostata se desenvolva no perfodo de maior atividade
androgénica, ou seja, entre 08 35 ¢ 45 anos. A progressdo ¢ lenta, bem como a redugdo das
quantidades hormonais (SADI, 1975).

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

Varios fatores esporadicos tém sido associados ao desenvolvimento do CaP, como dietas
ricas em gorduras, o fumo, a exposi¢ao a radiacdo, a obesidade, a altura e 0 peso a0 nascer. a
presenga de HPB, o consumo de alcool, baixos niveis de atividade fisica (WALSH &
WORTHINGTON, 1998), presenca de neoplasia intraepitelial (NIP) (DOWNING et al, 2001).

Em funcdo de suas altas taxas de incidéncia e mortalidade, o CaP representa um sério
problema de saude publica no Brasil. £ o segundo tipo de cAncer mais comum em homens, SO
sendo superado pelo cancer de pulmio, inclusive em relacdio ao numero de obitos. A incidéncia
esta ligada as caracteristicas demograficas da populagdo, enquanto a alta mortalidade ¢ causada
pelo retardo no diagnostico, favorecendo, assim, a ocorréncia de tumores com alta capacidade
biologica de invasao local e de disseminagéo para outros 0rgaos (metastase). Quando tratados em
fase metastdtica, tais tumores s30 praticamente incuraveis (INCA, 2000).

A ocorréncia do Cancer de Prostata aumenta com a idade, mais rapidamente do que
qualquer outro tipo de cancer. Assim, 0 aumento de sua incidéncia é também, uma decorréncia do
aumento de sua expectativa de vida verificada ao longo do século (COFFEY, 1993; ISAACS,
1997: CHAN et al, 1998).

Nas regides Centro-Oeste e Sudeste, €s5¢ tipo de cancer ¢ 0O segundo mais incidente,
enquanto no Sul ocupa a primeira posigdo (INCA, 2006). No Nordeste & o terceiro e no Norte 0

quarto (KLIGERMAN, 2001). No Tridngulo Mineiro, dados ndo oficiais apontam O CaP como



um dos mais diagnosticados. Isso s¢ deve ao fato da existéncia de um centro de tratamento

especifico na regido, 0 que aumenta o numero de diagnosticos realizados.

1.3. Diagnostico Clinico:

O rastreamento das anomalias prostaticas € realizado principalmente por quatro etapas: 0
exame fisico (toque retal), dosagem do antigeno prostatico especifico (PSA), ultrassonografia
transretal da prostata (USTR) ¢ biopsias. A sensibilidade do toque retal varia de 40 a 80%,
enquanto as dosagens de PSA sdo ainda incoerentes ou duvidosas (STAMEY & MCNEAL,
1992).

O estadiamento clinico € © resultado histopatoldgico dos pacientes com CaP sdo de
fundamental importancia para o planejamento terapéutico. No estadiamento clinico € utilizada a
classificaciio de Unido Internacional Contra 0 Cancer (UICC) -Sistema TNM (Tumor-Node—
Metastasis) (STAMEY: NcNEAL,1992). Estas classificagdes fornecem informagdes sobre 0
desenvolvimento do tumor ¢ 0 grau de acometimento do mesmo (SROUGI, 1998).

A analise histopatologica da neoplasia ¢ baseada na escala de Gleason (1997). Os
parametros deste sistema s3o: o padrdo glandular ¢ a sua relagdo com o estroma prostatico. Os
tumores sio classificados em cinco graus, sendo de grau um as lesdes mais diferenciadas € as de
grau cinco as mais indiferenciadas. Como 0 Adenocarcinoma da Prostata apresenta mais de um
padriio histologico. 0 diagnostico final da escala Gleason € dado pela soma de graus do padrao
primario (area predominante) € do padrio secundario (area de menor representatividade). Assim,
as neoplasias mais diferenciadas sao classificadas como grau 2 (1+1) e as mais indiferenciadas
como grau 10 (5+5); (STAMEY & MCNEAL, 1992; ISAACS, 1997; SROUGI, 1998).

A compreensdo dos complexos mecanismos genéticos que resultam nas patologias
prostaticas pode auxiliar a deteccio, o estadiamento, O progndstico € 0 tratamento, principalmente
do Cancer. A cura do Cancer de Prostata ¢, geralmente, limitada aqueles pacientes com @ doenga
confinada ao 6rgao, principalmente quando em estagio inicial. Assim, € de grande importancia 0
diagnostico em estagios precoces. quando ha enormes chances de cura, 0 qué ndo acontece
quando a doenga apresenta metéstase. ou seja, espalha-se pard outros orgios (WALSH &
WOR THINGTON, 1998).

Inumeros esforgos tém sido feitos com intuito de avaliar e descobrir novos marcadores

moleculares e terapéuticos para pacientes com €ssa doenca. A identificacdo ¢ caracterizagdo de



novos antigenos ou genes especificos ao Cancer de Prostata podem prover biomarcadores ¢
também fornecer subsidios para O desenvolvimento de novas modalidades de tratamento

(BUSSEMAKERS et al, 1999).

1.4. O Gene EF1A:

O Fator de Elongagao 1 A, que ¢ codificado pelo gene EF1A, € uma proteina responsavel
pelo transporte de aminoéacidos do sitio aa-tRNA para 0 complexo de elongagdo da sintese de
proteinas (NEGRUTSKY et al, 1998). A sua expressio ja foi detectada em cancer de pancreas,
c6lon, mama e pulmao (GRANT et al, 1992).

Outras fun¢des também foram postuladas ao Fator de Elongagdo 1 A, como a transdugdo
celular, (YANG, 1994), o rearranjo do citoesqueleto (SHIINA et al. 1994, KURASSAWA,
1996), a fungédo apoptotica (LAMBERTT et al, 2004) ¢ transformagfio oncogénica ( GANGWANI
et al, 1998). E superexpresso ¢m células metastaticas quando comparado com células ndo-
metastaticas, pois, nas primeiras, sua afinidade com a F-actina ¢ reduzida, ja que uma de suas
funcdes & trabalhar no rearranjo do citoesqueleto (EDMONDS et al, 1996).

Modificagdes na maquinaria traducional das células, incluindo mudangas nos fatores de
iniciacdo e elongagdo de proteinas em eucariotos, resultam em susceptibilidade a transformacao ¢
aquisigao de propriedades transformantes € oncogénicas em células-alvo especificas (RIIS et al,
1990; SONENBERG, 1993). As caracterizagoes p(’)s-transcricionais do gene eEF1A, associadas
com transformagdo celular ou apoptose. poderia prover maiores informagdes para novas

estratégias para diagnostico e terapia do Cancer de Prostata (LAMBERTI, et al, 2004).

1.5. O Gene PTI-1:
O gene PTI-1 (Prostate Tumour Inducing 1) € constituido de 2123 pb. Contém uma Unica
regido 5" de 630 pb ndo traduzivel (5 UTR) que possui 85% de identidade com a regido 23S do

RNA ribossomal do Mycoplasma hyopneumoniae. Possui também uma regido traduzivel de 1493

pb com 97.7% de ‘dentidade com o EF1A. (SHEN et al, 1995).
A presenga inesperada de um elemento homologo ao M. hyopneumoniae levantou a

hipotese de uma possivel cross-combination com a bactéria. Contudo, esta pode ser uma

seqiiéncia que, simplesmente, faz parte do genoma humano (SU, et al, 1998). Analises de



seqiiéncia do ¢DNA do PTI-1 no Blast (WWW.ncbi.nlm.nih.gov) mostraram que a localizagdo
desse gene no genoma humano &, ainda, elusiva (MANSILLA et al, 2005).

Su e colaboradores (1998) mostraram que © oncogene Prostate Tumor Inducing 1 (PTI-1)
possui diferentes niveis de expressao em pacientes sem nenhuma anormalidade na prostata,
linhagens de células cancerigenas, pacientes com carcinoma prostatico e em sangue de pacientes
com metastase de CaP. Com isso, demonstraram que o PTI-1 representa um marcador para
detectar essa doenga por meio de analises moleculares no sangue, sendo sensivel ¢ especifico
para diferentes estagios de progressdo.

A expressdo do PTI-1 também ocorre em linhagens celulares de carcinoma de mama,
colon e pulmao mas ndo em células normais (LAMBERTI e/ al.,2004).

Baseado na similaridade desse gene com O EF1A, sugere-se que ©O mecanismo da
oncogenicidade do PTI-1 esteja envolvido na inibicdo ou interferéncia na integridade do processo
de elongagdio durante a traducio, podendo interromper a fungao do Tator de Elongacdo 1 A
levando a transformagdo de fenotipos para células cancerosas e/ou desordenar a tradugao fiel de
proteinas, por meio de alteragdes na organizagdo do citoesqueleto ou no ginal de transduc@o

celular (GOPALKRISHNAN etal, 1999; MARCHESI & NGO, 1993).

1.6. Técnicas utilizadas para diagnostico molecular:

O desenvolvimento de diagnosticos alternativos ¢ de suma importancia para reduzir 08
altos indices de incidéncia e mortalidade por cancer de prostata. A seguir, estdo descritas algumas

técnicas que possibilitam um diagnostico mais precoce do Cancer de Prostata.

Transcri¢io Reversa (RT):
Denomina-se transcrigdo reversa o processo no qual ocorre a sintese de moléculas de cDNA
a partir de simples fitas de RNA. A primeira descrigdo dessa técnica ocorreu em 1987 (VERES et

al. 1987), com a utilizagao de enzimas de retrovirus, a Transcriptase Reversa, para catalisar a

sintese do cDNA.
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Reaciio em Cadeia da Polimerase (PCR):

A PCR ¢ uma técnica poderosa, que envolve a sintese enzimatica, in Vilro, de milhoes de
copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA Polimerase. A reaglo se
baseia no anelamento de um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita
simples) utilizadas como inciadores (primers) que delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla,
alvo da amplificacdo. Estes primers sdo sintetizados artificialmente de maneira que suas
seqiiéncias de nucleotideos sejam complementares as seqiiéncias especificas que flanqueiam a
regido alvo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Cada ciclo de PCR envolve trés passos: desnatura¢o, anelamento © extensdo. A fita dupla
do DNA molde ¢ desnaturada pela elevagdo da temperatura para 92-95°C. Na ctapa de
anelamento do primer, a temperatura ¢ rapidamente reduzida para 35-60°C, dependendo
essencialmente, do tamanho e da seqiiéncia do iniciador utilizado. Isto permite a hibridagdo
DNA-DNA, de cada primer com as seqliéncias complementares da regido alvo. Em seguida, a
temperatura ¢ elevada para 72°C para que & enzima DNA polimerase realize a extensao a partir de
cada porgdo terminal 3" dos primers (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Varios ciclos
repetidos permitem a amplificagdo do fragmento, cujo tamanho ¢ limitado pelos iniciadores
(WHITE et al, 1989).

As condi¢des iniciais para a amplificagdo, tais como concentragdes de MgCh (co-fator da
enzima), Taq (Enzima DNA polimerase), primers € a temperatura de anelamento do primer,
devem ser definidas para cada par destes (PASSAGLIA & ZAHA, 1996).

O uso seqiiencial da transcricdo reversa e da reacio em cadeia da polimerase (RT-PCR)
tem permitido avango nas pesquisas em biologia molecular, por apresentar uma alta sensibilidade
c ser uma técnica rapida para 0 estudo da expressdo génica (FAVRE et al, 1997, SANTAGATT et
al, 1997; CHEN et al, 1999: PERNAS-ALONSO et al, 1999: SEAH et al, 1999; DUMOULIN et
al, 2000).

A RT-PCR semi-quantitativa ¢ uma metodologia rapida e eficaz para estimar as

quantidades relativas da expressdo génica em populagdes de RN A-mensageiros, utilizando-se de

um gene constitutivo como controle interno da reagdo para normalizar os niveis de expressao do

gene de interesse e, também. para monitorar a extensdo da degradagdo das amostras de RNA,
caracterizando a qualidade do material utilizado (FAVRE et al. 1997; SANTAGATT et al, 1997:



CHEN et al, 1999; PERNAS-ALONSO et al, 1999; SEAH et al, 1999; DUMOULIN et al, 2000.
REGINATO & COUTINHO, 2001).

Os transcritos do gene que codificam para a B-2-microglobulina, actinas, enzimas
diidrofolato redutase e gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPDH) tém sido utilizados como
controles internos para indicar resultados semi-quantitativos (SIEBERT & LARRIC, 1992; IGAZ
et al, 1998).

A técnica de RT-PCR tem mostrado ser uma metodologia sensivel para detec¢do da
doenca em estagios iniciais, em diversos tipos de tumores (GHOSSEIN et al, 1995). Esforgos tém
sido feitos no sentido de desenvolver RT-PCR para detectar células tumorais circulantes no

sangue (CHRISTIANO et al, 2000).

1.7. Objetivos:

O presente trabalho foi realizado com o intuito de verificar se a expressao do gene EFIA
associado aos niveis de expressdo do gene PTI-1. ¢ uma boa estratégia para diferenciar pacientes
com Cancer de Prostata, Hiperplasia Prostatica Benigna e Controle saudavel apartir de andlises

de RT-PCR semi-quantitativas em sangue periférico.

2. MATERIAIS E METODOS:

2.1. Obteng¢iio de amostras de sangue e extracio de RNA:

As amostras de sangue foram coletadas no Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU) pela equipe médica e ambulatorial do setor de Urologia. Os pacientes
assinaram um Termo de Consentimento autorizando o estudo (Anexo I), que passou previamente
pela aprovagdo do Comité de Etica da UFU. Neste estudo, foi utilizado sangue de 55 pacientes:
20 possuiam entre 13 ¢ 26 anos ¢ ndo apresentavam nenhuma anormalidade na prostata,
representando o Controle Saudavel (CS); 19 possuiam Cancer de Prostata (Grupo CaP) e foram
submetidos a prostatectomia radical; os outros 16 apresentavam Hiperplasia Prostatica Benigna
(Grupo HPB) e foram submetidos a ressecgdo transuretral.

O RNA total das amostras foi extraido em duplicata, utilizando-se 0 protocolo otimizado

no Laboratorio de Genética Molecular da UFU (Anexo II).



A qualidade do RNA foi verificada de duas maneiras:

e Gel de agarose 1,5% em corrida por 1hora a 100 volts em tampdo TBE 0.5X (45mM
Tris-borato, pH 8.0 ¢ 10mM EDTA), corado com brometo de etidio 0.5 pg/ml e
visualizado por luz ultravioleta em sistema de videodocumentagdo VDS Image Master
(Amersham Biosciences).

e Espectrofotometro Ultrospech 1000 de luz ultravioleta (Amersham Biosciences) a um

comprimento de onda de 260nm € 280nm.

2.2. Amplificagiio dos fragmentos:

Foi utilizada a técnica de RT-PCR para cada duplicata das amostras de RNA obtidas para
cada paciente. Utilizou-se 1ug do RNA total, que foi submetido a uma reagao contendo 20U de
inibidor de RNAse (Invitrogen), 40U de MMLV-RT (Transcriptase Reversa) (Amersham
Pharmacia), Tampdo de MMLV-RT 1X (Amersham Pharmacia), 200mM de dNTPs (dGTPs,
dATPs, dCTPs, dTTPs) e 0,51g de hexameros como primers rand6émicos. O volume final de cada
reaco foi completado para 20pl de 4gua tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato). A solugéo foi
incubada em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.) a 37°C por lhora.

O produto de Transcrigdo Reversa (cDNA) foi amplificado por PCR utilizando-se dois
diferentes pares de primers (tabela 1), um desenhado para ter homologia com uma regido comum
entre o gene EF1A e o gene PTI-1, produzindo um fragmento de 366 pb; ¢ o outro com 0 gene
constitutivo B2M, produzindo um fragmento de 534 pb. Este ultimo foi usado para caracterizar a
qualidade do RNA ¢ normalizar os niveis de expressao do gene alvo. O par de primers para a
regiio comum entre 0s genes EF1A e PTI-1 foram desenhados por meio do software Primer
Design, versdo 2,0 e do Software Oligotech, versdo 1,0. Para a amplificagdo da B2M, foram
utilizados os primers descritos por Bussemakers, (1999).

As reagdes para amplificagdo da B-2-microglobulina foram feitas nas seguintes condigdes:
2 ul de cDNA, 1U de Taq DNA Polimerase (Labtrade), Tampdo da Taq Polimerase 1X (50mM
KCl, 10mM Tris-HCL, pH 8.3). 200mM de dNTPs (dATPs, dGTPs, dTTPS, dCTPs) (Amersham
Pharmacia), 5 pmol do par de primers, em um volume final de 25 ul que foi completado com
agua mili-Q.

A PCR foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.) de acordo com as
seguintes condigdes: 28 ciclos (94° - 30 seg.. 58°C — 40 seg., 72°C — 40 seg.), precedidos de



desnaturacdo inicial a 95°C -5 min e um ciclo de extensdo final de 72°C — 10 min. Reagdes de
controle negativo sem o cDNA foram incluidas para monitoramento de possiveis contaminagoes
dos reagentes.

As mesmas concentragdes de reagentes ¢ de <DNA foram utilizadas para realizar reagoes
de amplificagio do gene EF1A, nas seguintes condigdes: 28 ciclos (94° - 30 seg., 61°C — 40 seg.,
72°C — 40 seg.), precedidos de desnaturacdo inicial a 95°C — 5 min e um ciclo de extensdo final

de 72°C — 10 min.

Tabela 01. Sequéncia dos iniciadores para 0s genes B2M e EF1A, respectivamente.

Tamanho do
Iniciadores Seqtiéncia 5" 3° fragmento
esperado
B2M sense AGCAGAGAATGGAAAGTCAAA 534 pb
B2M anti-sense TGTTGATGTTGGATAAGAGAA
EF1A sense TTGATGCCCCAGGACACAGAC 366 pb
EF1A anti-sense TGAACCAAGGCATGTTAGCTC

2.3. Analise semi-quantitativa por Densitometria Otica:

Para realizagdo da andlise semi-quantitativa, foi necessario determinar um numero ideal
de ciclos de PCR que garantisse a fase exponencial de amplificagdo para que esta ndo atingisse o
platd.

Apbs a amplificagdo, 12ul de cada produto de PCR de ambos os genes foram misturados
com tampdo de carreamento (12,5mg de azul de bromofenol, 4,0g de sacarose 100%, e 5,0 ml de
agua destilada) e submetidos a corrida em gel de agarose 1.5% durante 1hora, a 100v, em tampao
TBE (Tris Borato EDTA) 0,5X (450mM de Tris, 450mM de acido borico. 10mM de EDTA, pH=
8.,0), corados com brometo de etidio 0,5 pg/ml e visualizados por luz ultravioleta em sistema de
videodocumentacdo VDS Image Master (Amersham Biosciences).

Os transcritos gerados pela RT-PCR a partir de sangue contendo células benignas e
tumorais foram analisados no programa IMVDS (Image Master TM VDS software, versao 2,0 —
Amersham Biosciences), o qual realiza a leitura da densidade otica da imagem. Os valores

obtidos foram submetidos a razéo RNAm EF1A / RNAm B2M. Foi também realizada a média do



11

valor de cada leitura para cada duplicata a fim de se obter os niveis relativos da expressdo do

gene EF1A, nos grupos de individuos analisados.

2.4. Anilises estatisticas:

Os valores da abundancia relativa do gene EF1A obtidos para os grupos de CaP, HPB, ¢
Controle Saudavel, foram analisados pelo teste de Mann-Witney para verificar quais abundancias
diferem estatisticamente entre si. Foram consideradas significativas as analises com P< 0,05. O
calculo do Odds Ratio (OR) foi realizado para verificar a chance de ocorréncia de
Adenocarcinoma Prostatico associado aos niveis de expressdo do EF1A. Foi também realizado o
Teste de Crivo afim de se estimar a eficacia do uso da anélise de RT-PCR semi-quantitativa para
os transcritos do gene EF1A associado aos transcritos do gene PTI-1 como marcador auxiliar no

diagnostico clinico para o Cancer de Prostata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

A téenica de RT-PCR ¢ um método rapido e eficiente para estimar a quantidade relativa
de expressdo de determinados genes em varias populacdes de RNAm (SANTAGATI et al, 1997).
A transcri¢do reversa utilizando hexanucleotideos randomicos realizada neste trabalho, descrita
por Santagati et al (1997) e Pernas-Alonso et al (1999), foi eficaz para a analise dos transcritos de
ambos os genes aqui mencionados, pois permitiu que fossem realizadas simples preparagdes de
RT.

A amplificagdo do gene B2M foi utilizada para um monitoramento da qualidade do
RNAm e também como referéncia para a semi-quantificagdo do EF1A.

Quando se fazia uma Unica reagdo com ambos os primers, havia competi¢do durante a
amplificagdo, favorecendo algum dos dois genes, o que ndo permitia uma analise confiavel dos
resultados. Por isso, as amplificacdes dos genes foram feitas separadamente.

O RNA extraido foi de boa qualidade (Fig. 03). Devido a especificidade do primer
hexamero em selecionar RNA, e auséncia de DNA (totalmente ou presenca insignificante), ndo

foi necessario tratar o RNA com a enzima DNase.
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Figura 03. Padrdo eletroforético do

enes B2M e EF1A/ PTI-1 os fragmentos amplificados

e 05). Os resultados obtidos nessas

Para os transcritos dos g
foram de 534 e 366 pb, respectivamente (Figs. 04

figuras mostraram o bom funcionamento das reagoes de RT-PCR.

1,5% mostrando o padrdo de amplificagdo
do fragmento de 534 pb da B2M.

Figura 04. Gel de agaroe
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b < 534

= <« 366

Figura 05. Gel de agarose 1,5% representando o padrdo de amplificagdo do Gene EF1A (366 pb) e da B2M
(534 pb). (A) - Padrio de amplificagdo do Controle Saudavel; (B)- padrdo de amplificacdo do
grupo HPB; (C)- Padrio de amplificagdo do grupo CaP; (m) Marcador de Peso Molecular.

Os resultados mostraram que ha diferenga significativa entre as amostras de sangue
periférico com CaP, HPB e Controle Saudavel (P<0,05).

Como ha uma semelhanga de estrutura € funcdo entre os genes EF1A e PTI-1, os
primers utilizados na amplificagdo do gene em questdo foram construidos para uma regido
comum a ambos os genes, havendo provavelmente uma amplificagdo simultanea dos
transcritos destes.

O indice de pacientes do grupo Controle Saudavel e do grupo HPB que
apresentaram niveis de expressdo positivos em relagio ao RNAm estudado foi de 70% e
81%, respectivamente (considerando positivo um valor de expressio acima de 0,6). Este
resultado contrasta com os pacientes do grupo CaP, em que apenas 10% apresentaram

niveis de expressdo positivos (Figura 06).
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[ ] RNA
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Figura 06: Grafico representando a diminui¢go dos niveis de
expressio do RNAmM do gene EFIA, nos 3 grupos de
pacientes analisados. (1.0: Controle Saudavel; 2.0: HPB; 3.0

CaP).

A comparagio dos niveis de transcritos do grupo Controle Saudavel contra o grupo HPB
ngo foi significativa, (OR=0.53; P=0,69). Contudo, a comparagao do grupo HPB com o grupo
CaP, mostrou que para niveis de expressdo do EF1A abaixo de 0,6 a chance de o individuo ter
cancer de prostata, ¢ 36.8 vezes maior. e entre CaP ¢ Controle saudavel essa chance ¢ de 19.8

para individuos com niveis de expressdo maiores que 0.6 (Tabela 02).

Tabela 02. Calculo das chances de ocorréncia do adenocarcinoma prostatico frente 0s grupos

HPB e Controle Saudavel baseado nos niveis de expressio relativa dos transcritos

génicos do eEFTA.
- - Relagido HPB ¢
Expressio CaP HPB CS Relaciio CaP x CS Relacdo CaP x HPB cs
OR* P OR P OR p
=06 173 6 98 00006 36,8 00001 053 069
> 0,6 2 13 14
Total 19 16 20 1Coson= 3.44-114,1 1Cosos = 5,3-253,6 1Coso,=0,11-2,6

* OR =0dds Ratio
%% [Cysoe = Intervalo de Confianga a 95 % de probabilidade.
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Estas diferencas sugerem que a prostata dos pacientes do grupo Controle Saudavel e do
grupo HPB se encontram em estagio benigno. Embora o HPB seja considerado uma patologia,
ainda esta em carater ndo-maligno. A prostata apresenta um volume aumentado.

A comparagio dos pacientes do grupo HPB e do grupo CaP mostrou que 0s pacientes de
ambos 0s grupos apresentam patologias da prostata, embora 0 HPB ainda seja um estado
benigno, enquanto o CaP, ja se encontra em uma fase de malignidade, e pode ser considerado
cAncer propriamente dito.

A diferenca encontrada entre os grupos CaP e Controle Saudavel deve-se ao fato de que
cles estio em fases histologicas e fisiologicas bem distintas. O grupo Controle Saudavel ¢
composto por pacientes que ndo apresentam nenhuma anormalidade na prostata, enquanto no
grupo CaP, a prostata dos pacientes possui uma alteragfio, em carater maligno.

Observou-se assim, uma diminui¢do nos niveis de expressdo do gene EF1A de acordo
com o aparecimento do Céncer de Prostata (Fig. 06). A analise semi-quantitativa realizada neste
estudo mostrou uma correlagio negativa entre o desenvolvimento do Cancer de Prostata ¢ a
expressdo do gene EF1A. ou seja, enquanto o cancer se desenvolve, a expressdo do gene diminui.
I[sso sugere que este gene ndo esta diretamente relacionado ao aparecimento do tumor,
contrastando com o que foi discutido por Negrutskii e colaboradores (1998), em que foi sugerido
que o gene EF1A possui fungdo carcinogénica.

Esses resultados encontrados podem estar relacionadas a fung@o de inducdo da apoptose
pelo EF1A. Esta funcdo se baseia no principio de que o Fator de Elongagdo seja uma proteina
associada a vias normais de manutengdo das atividades celulares € as perdas de expressdo de seus
niveis protéicos poderiam estar associadas a perda da homeostase prostatica, o que, juntamente
com outros fatores alterados culminaria na formagdo de células com caracteristicas
carcinogénicas. Essa explicacdo pode estar suportada pelos dados de Lamberti ¢ colaboradores,
2004, em que a fungdo do Fator de Elongagao 1 A esta associada a fungio de indugdo da
apoptose associado ao mecanismo de escape tumoral. Baseado nisso. o aumento do nivel de
expressdo desse gene em pacientes com HPB pode ser uma tentativa da glandula prostatica de
conter a proliferagdo celular anormal, pois de acordo com Duttaroy e colaboradores 1998, quando
a expressdo do EF1A ¢ abundante as células estio em estagio proapoptotico e, contrariamente,

quando a expressdo do EF1A ¢ baixa, as células estio em modo antipoptético. Assim, o gene



EF1A pode apresentar diferentes funcdes de acordo com 0S niveis de expressao nos diferentes
estagios patologicos da prostata, ora inibindo, ora induzindo a proliferagdo celular.

Os dados estimados de sensibilidade (89.47%), especificidade (81,25%), acuracia (86%),
valor preditivo negativo (86.67%) e valor preditivo positivo (85%) para expressao do gene EF1A
< 0.6, entre os grupos CaP, HPB, € Controle Saudavel demonstram que este representa um bom
marcador para auxiliar o diagnostico clinico.

Contudo. o carater preliminar deste trabalho impossibilita a confirmagao dessa suposi¢ao.
Seria necessario aumentar 0 NUMEro amostral e utilizar, adicionalmente, outras técnicas de

biologia molecular para confirmar as conclusdes obtidas a partir desses resultados.

7. CONSIDERACOES FINAIS:

e O estudo realizado mostrou uma correlagio negativa entre 0 aparecimento do

Cancer de Prostata e os niveis de expressao do gene EF1A.

e A expressio aumentada dos transcritos do gene EF1A em pacienies com a HPB

comparado ao CaP pode estar relacionada ao processo apoptotico postulado a

atividade do fator de elongagdo 1 A ¢ com conseqiiente perda de fungdo no CaP.

e Devido aos altos valores de sensibilidade, especificidade e acuracia e valores
preditivos, verificados quanto a presenga do transcrito do gene EF1A neste estudo
preliminar, este representa um bom marcador auxiliar para 0 uso €m diagnostico

clinico.

e Apesar de ser um trabalho preliminar, os resultados evidenciam a potencialidade ¢
a importéncia deste tipo de estudo no desenvolvimento de métodos para avaliar as
vias de ocorréncia e desenvolvimento de doencas multifatoriais como 0 Cancer de

Prostata.
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Extracdao de RNA — Sangue

1. Colocar todo o sangue em tubo falcon (15mL),
Mesmo dia

2 - Centrifugar o sangue por 10 min a 2.500 rpm a 4°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 a cima de 2,5mL dividir o total em
dois tubos;
5. Adicionar nove partes (11,5mL) de cloreto de aménio e uma parte (1,25mL) de bicarbonato

de amodnio. Misturar antes de adicionar as células, 5 vezes o volume das hemaceas, .
—— azer as

;_ . Para cada 1,0mL de Sangue: ;?Q:S;re
. . . ’ = 4,5mL de cloreto de aménio eh

6 - Inverter delicadamente para misturar bem; « 0.5mL de bicarbonato de amonio | oc::eap(zl.s
colocar + ou -

- In m inutos; 13mL, se
7 - Incubar em gelo por 15 minutos; sobrar pode

. . colocar mais.
8- Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C e descartar o sobrenadante;

9 - Adicionar 1,0mL de solugdo D (ou 950uL de solugdo D + 50pL de sarcosil 10%);
L J
L » Homogeneizar

10 - Adicionar 8L de B-mercaptoetanol;

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

12 - Adicionar 100pL de acetato de sédio 2M pH= 4,

13 - Adicionar 1,0mL de fenol saturado em agua (pH =4 e 5);

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

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

16 - Centrifugar a amostra por 15 minutos a 12.000g a 4°C;

17 - Apds centrifugar, transferir no maximo 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 a 4°C e descartar o alcool com cuidado;

19 - Lavar com 1,0mL de Etanol 75% e descartar o sobrenadante;

20 - Deixar o RNA secando por 15 minutos;

21 - Ressuspender o pellet em cerca de 25pL de agua DEPC.
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