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RESUMO

O Cancer de Prostata (CaP) €, atualmente, o segundo tumor maligno nido-cutdneo com maior
incidéncia em homens, representando cerca de 29 % dos novos diagnésticos no mundo. Vérios
marcadores moleculares t€ém sido associados a génese do CaP, contudo ainda carentes de
especificidade. O gene fator de alongamento eucaridticol A (eEF1A) € considerado bastante
promissor, uma vez que se encontra envolvido com a regulacdo do alongamento da traducao.
Entretanto, seu papel no CaP ainda nao foi completamente elucidado. Nesse sentido, avaliamos
os transcritos do gene eEFIA em amostras de pacientes com CaP, Hiperplasia Prostética
Benigna (HPB) e linhagens tumorais prostaticas por qPCR, buscando correlacionar os niveis
de mRNA com os subtipos celulares e com o diagnéstico dos pacientes. Para isso, foram
extraidos os RNAs totais das amostras de sangue, tecido prostatico e das linhagens tumorais
prostaticas PC3 (resistente a castracdo), LNCaP (hormodnio-dependente) e RWPE-1 (ndo
neoplasica). Foi empregado o método Cq comparativo e os dados normalizados com o gene de
referéncia B-2-microglobulina (B2M). A expressdo relativa do mRNA do gene eEFIA nas
amostras de tecido se mostrou significativamente maior em CaP (1,43 vezes) comparando-se
com a HPB (p<0,05). A partir da curva ROC, foi estabelecido o cut-off de 0,71 para os
transcritos do gene com sensibilidade de 73,68% e especificidade de 60,0%. Quando
categorizados, pacientes com os niveis relativos de mRNA superiores a 0,71 apresentaram a
chance de ocorréncia da doenca 4,2 vezes maior (IC: 1,19-14,81; p<0,05). A acurécia do teste
foi de 70% (AUC = 0,70; p=0,02). Nao foi verificada nenhuma correlacdo entre os niveis
transcricionais de eEFIA no tecido e os dados de PSA, Gleason e invasdo tumoral. Os
resultados para as amostras de sangue ndo demostraram diferenca estatistica entre os grupos
avaliados e ndo se correlacionaram com os dados clinico-patolégicos. A expressao de eEFIA
também se mostrou superior em LNCaP, quando comparada a RWPE-1 (p<0.05). Entre as
linhagens tumorais ndo foi verificada diferenca estatisticamente significante. Os dados
apresentados sugerem que o eEF1A é um marcador essencial para a transformacio maligna das
células prostaticas, ndo estando envolvido com sua progressdao. Contudo, estudos funcionais
s30 necessarios para validar nossa hipotese.

Palavras-chaves: Cancer de Préstata, Gene eEFIA, gPCR, Marcador molecular.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is currently the second non-cutaneous malignant tumor in men,
accounting for about 29% of the new diagnoses. Different molecular markers have been
described for PCa, although still lacking specificity. The eukaryotic elongation factor 1
(eEF1A) gene is a promising one, since it is involved with the regulation of translation
elongation. However, the role of this gene in PCa has not yet been fully elucidated. For this
reason, we evaluated the transcriptional levels of eEFIA in samples from patients with PCa
benign prostatic hyperplasia (BPH) and in prostatic tumor cell lines by gPCR. mRNA levels
were correlated with the diagnosis of patients and with cell subtypes. For this, total RNAs were
extracted from blood samples, prostatic tissues and from PC3 (castration resistant), LNCaP
(hormone-dependent) and RWPE-1 (non-neoplastic) cell lines. The comparative Cq method
was used and data were normalized with the reference gene B-2-microglobulin (B2M). The
relative expression of eEFIA mRNA in tissue samples was significantly higher in PCa (1.43
fold) compared to BPH (p <0.05). The cut-off of 0.71 was established for the transcripts based
on the ROC curve, with sensitivity of 73.68% and specificity of 60.0%. After categorization,
patients with relative mRNA levels higher than 0.71 presented 4.2-fold higher chance to develop
PCa (CI: 1.19-14.81; p <0.05). The accuracy was determined by the AUC and was defined as
0.70 (p = 0.02). No correlation was found between the transcriptional levels of eEF 1A in tissue
and the PSA, Gleason and tumor invasion data. The results for the blood samples showed no
difference between groups and did not correlate with clinicopathological data. No statistically
significant difference was found among the tumor lines. Our data suggest that eEFIA is an
essential marker for malignant transformation of prostatic cells and is not involved in its
progression. However, functional studies are needed to validate our hypothesis.

Keywords: Prostate Cancer, Gene eEF 1A, gPCR, Molecular marker.
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1 INTRODUCAO

O Cancer de Prostata (CaP) € uma doenca complexa e heterogénea, sendo o tumor
maligno ndo-epitelial mais comumente diagnosticado em homens no Brasil; o segundo mais
prevalente no mundo (SHIN et al., 2018). A alta taxa de incidéncia, mortalidade e morbidade
tornam essa neoplasia um enorme problema de saide publica e suas chances de cura restritas
aos casos diagnosticados precocemente (BERISH et al., 2018).

O CaP apresenta desenvolvimento lento, indolor, com poucos sintomas (BHAGIRATH
et al., 2018). O direcionamento terapéutico exige esforcos que incluem multiplas abordagens,
incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia e hormonioterapia. No entanto, mesmo
recebendo tratamento adequado e, a principio respondendo as terapias, os pacientes podem
progredir para um estagio mais avancado da doenca resistente a estratégias antitumorais (YU-
LEE et al., 2018).

Nesse contexto, a identificacdo dos mecanismos e processos relacionados a
tumorigénese consiste no primeiro passo para o desenvolvimento de métodos diagndsticos ndo
invasivos, com alta especificidade e sensibilidade, além de terapias e medidas preventivas mais
eficazes. De fato, os marcadores disponiveis atualmente ainda apresentam limitacdes
(KONGNYUY et al., 2018), evidenciando a necessidade de se melhor caracterizar
molecularmente esses tumores.A sintese global de proteinas consiste em quatro estagios
distintos complexamente regulados: iniciacdo, alongamento, término e reciclagem de
ribossomos (BILANGES; STOKOE, 2007). Os fatores de alongamento sdao considerados umas
das proteinas mais abundantes e onipresentes nas células e realizam um papel fundamental para
assegurar a decodificacdo correta do mRNA para a biossintese proteica.

O fator de alongamento eucaridtico 1A (eEF1A) catalisa a primeira etapa do ciclo de
alongamento. E uma proteina de ligacdo ao GTP e um importante componente do maquinério
de tradugdo. Sua funcao candnica é fornecer aminoacil-tRNA ao ribossomo, em um complexo
ternario ribossomal composto por aminoacil-tRNA-eEF1A-GTP (BECKER et al., 2013).
Além de seu papel essencial na fase de alongamento peptidico, varias outras funcdes ndo
candnicas ja foram relatadas para o eEFIA incluindo a progressdao tumoral, invasao,
proliferacdo e migracdo, degradacdo de proteinas, apoptose, transformagdo oncogénica,

patogénese viral e transporte nuclear.
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Atualmente, sabe-se que o padrido de expressao dos genes pode propiciar informacdes
valiosas sobre como o organismo estd respondendo a estimulos externos e a eventuais
patogenias. Vale ressaltar que o comportamento de eEF1A no CaP ainda € pouco descrito.
Assim, o presente trabalho se propde a quantificar os niveis relativos do mRNA desse gene em
amostras de pacientes com CaP, Hiperplasia Prostitica Benigna (HPB) e em linhagens
prostaticas, para assim desvendar, em nivel transcricional, o papel do eEF1A nessa neoplasia.
Considerando o papel desempenhado pelo eEF1A, hipotetizamos que o gene eEFIA esteja

superexpresso no CaP.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais relacionados a tumores

O cancer corresponde a um conjunto complexo de doengas que podem se desenvolver
em diferentes tecidos (KUIJJER et al., 2018). Globalmente, € responsavel por cerca de 1 em
cada 6 mortes, sendo aproximadamente 18,1 milhoes de pessoas diagnosticas em 2018. A
estimativa para a incidéncia, mundialmente, € de mais 24 milhdes de novos casos em 2040
(WHO, 2018).

A replicacdo rapida e a invasividade das células do organismo decorre de erros em
sistemas de controle e de manutencdo do equilibrio molecular. Essas células sdo capazes de
induzir a formacdo de um microambiente transformado, alterando o metabolismo de nutrientes,
a disponibilidade de oxigénio e a resposta da imunoldgica associada ao tumor (NCI, 2015).

Mutacdes em oncogenes € genes supressores de tumor sdo relacionados ao surgimento
e progressao de neoplasias. Os proto-oncogenes sdao responsaveis por controlar o crescimento
e a divisdo celular. J& os genes supressores de tumor retardam a proliferacdo e sinalizam para
apoptose ou morte celular programada (KARANIKA et al.,, 2015). Essas alteracdes
comprometem a estrutura genOmica, conferindo as células habilidades funcionais que
possibilitam sua sobrevivéncia, proliferacao e metastatizagao (ROSSI et al., 2018). De fato, os
tumores malignos apresentam a capacidade de invadirem outros tecidos e 6rgaos adjacentes. A
disseminagdo para outras regides do corpo ocorre através da circulacdo sanguinea ou linfatica.
Os benignos ndo possuem essa caracteristica e, em geral, quando removidos, ndo crescem

novamente (INCA, 2018).
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O desenvolvimento de tumores se relaciona a diversos fatores de risco, tanto externos
quanto internos ao organismo (NCI, 2015). Os externos, responsaveis por 80% dos casos,
incluem aspectos ambientais como exposi¢do a substincias quimicas, radiacdes ionizantes e
ndo ionizantes, agentes infecciosos, habitos e estilo de vida, como tabagismo, obesidade,
alcoolismo e alimentagdo (INSTITUTO MARIO PENNA, 2017). Os internos sao
geneticamente pré-estabelecidos e congruentes a propensdo do organismo de se defender das
agressoes (FUNDACAO DO CANCER, 201 1).

Devido a capacidade de proliferacio descontrolada afetando outras regides do
organismo, os diferentes tipos de cancer sdo classificados de acordo com a localiza¢do primaria
do tumor (WHO, 2018). Neste contexto, os principais sdo o cancer de boca, de colo de ttero,
de esdfago, de estdbmago, leucemia, colorretal, ciAncer de mama, de pele, de prostata, de pulmao
e de tireoide (CRONIN et al., 2018).

Em homens, a neoplasia ndo-cutdnea que apresenta maior incidéncia € o cancer de
prostata (CaP) e em mulheres o cancer de mama (TORRE et al., 2015). Em 2018/2019, estima-
se cerca de 1.735.350 novos casos de cancer e 609.640 mortes nos Estados Unidos, sendo, 19%

relacionados a tumores prostaticos (SIEGEL et al., 2018)

2.2 O Cancer de Prostata

A proéstata é uma glandula do sistema geniturindrio/reprodutor masculino, localizada
abaixo da bexiga urinaria, no compartimento subperitoneal entre o diafragma pélvico e a
cavidade peritoneal, envolvendo a porcdo inicial da uretra. E responsivel por produzir e
armazenar o fluido seminal que nutre e protege os espermatozoides (GEAVLETE et al., 2016).
Sua formacao inicia-se durante o processo de embriogénese por meio do brotamento epitelial
do seio urogenital e apresenta tipos celulares denominados células epiteliais (células basal e
luminal) e estromais (PENG; JOYNER, 2015). Em individuos mais jovens, apresenta o
tamanho aproximado de uma noz, o qual varia com o avango da idade do individuo (MARZO
et al., 2007).

A glandula prostatica é composta por uma base, um apice, superficies laterais anterior,
posterior e inferior, sendo dividida em cinco regides morfoldgicas distintas: zona central, zona
fibromuscular, zona de transicdo, zona periférica e zona periuretral (Figura 1) (MARZO et al.,
2007; LEE et al., 2011). O crescimento de lesdes ocorre principalmente na zona de transi¢ao e
na zona periférica € detectada a maioria dos casos de hiperplasia prostatica benigna (HPB)

(SHEN; ABATE-SHEN, 2000).
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Figura 1: Representac@o das zonas estruturais da glandula prostatica. A: prdstata na sua posi¢do anatdmica, em
transparéncia mostrando ducto ejaculatério. B: perspectiva da prostata isolada. O corte transversal evidencia suas

zonas em relac@o a uretra.

a.7Zona Central
b. Zona Fibromuscular
c. Zonade Transi¢do

d. Zona Periférica
Ducto Ejaculatério e. Zona Periuretral

Fonte: Adaptado de MARZO et al., 2007.

O CaP, HPB e prostatite s@o distirbios que ocorrem regularmente na prdstata. A
prostatite € uma doenca resultante da inflamacao da glandula (PRAJAPATI et al., 2013). A
HPB € uma neoplasia ndo maligna predominante na prostata, normalmente diagnosticada em
idosos (HU et al., 2015). E caracterizada pelo crescimento do érgio, resultando no seu aumento
volumétrico e consequente compressao da uretra, o que interfere no fluxo normal de urina,
causando dores (BECHIS et al., 2014).

O CaP em estagio inicial, local ou regional responde bem aos tratamentos propostos,
visto que é considerada uma neoplasia de crescimento lento. Trata-se de uma doenca
heterogénea, com lesdes variando de indolores a muito agressivas. (BHAGIRATH et al., 2018).
Os sintomas, apesar de ndo especificos, incluem fluxo urinério fraco ou interrompido, sangue
no liquido seminal ou na urina, disfuncdo erétil, e fraqueza ou dorméncia nas pernas ou pés
(INSTITUTO ONCOGUIA, 2017). Em contrapartida, em metastases do CaP, principalmente
Ossea, linfonodal e visceral, ndo ha possibilidade de terapia curativa eficiente. Essa realidade se
associa aos indices alarmantes de mortalidade associados ao CaP; a quinta maior causa de
morbidade e mortalidade relacionada ao cancer no mundo (BERISH et al., 2018).

O primeiro sitio metastatico da doenca sao os ossos (LU et al., 2018). A metéstase 6ssea
ocorre devido a reativacdo das células tumorais dormentes nestes locais e esta relacionada a
interacdo dessas com o microambiente 6sseo. Ao ser sinalizado, pode controlar a troca entre a
dorméncia e a proliferacdo das células tumorais disseminadas (DTCs), ocasionando uma
evolucdo da metastase, tanto em seu grau de agressividade e invasdo quanto na resisténcia a

terapias antitumorais (YU-LEE et al., 2018).
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A compreensdo dos mecanismos responsaveis por provocar a dorméncia do CaP
metastitico levard ao desenvolvimento de técnicas para diagndstico precoce, utilizando
estratégias validas e eficazes para evitar sua recorréncia (BRIGANTI et al., 2014). Desta forma,
¢ de extrema importancia a existéncia de um teste de detecc@o precoce, ndo invasivo, de alta
especificidade e sensibilidade oferecendo uma alta probabilidade de cura e melhor sobrevida

dos pacientes com CaP em estagios iniciais (CARROLL et al., 2015).

2.2.1 Diagnéstico, progndstico e tratamento

A dosagem dos niveis séricos do Antigeno Prostitico Especifico (PSA) € um dos
parametros utilizados no rastreamento de anomalias prostéticas, associada ao exame de toque
retal (INSTITUTO ONCOGUIA, 2017). O hormo6nio androgénico, apds se ligar ao seu
receptor, denominado receptor androgénico (AR), regula a expressdao de diferentes genes que
coordenam a proliferacdo e sobrevivéncia celular, dentre estes o PSA (SOEKMADII et al.,
2016) (CHANDRASEKAR et al., 2015). Apesar de amplamente utilizado, sua precisdo
diagnéstica ainda € questionavel, uma vez que seus niveis elevados ndo sdo especificos a
condic¢des neoplasicas (WU et al., 2018).

A lesdo é, portanto, confirmada pelo estudo histopatologico dos tecidos obtidos por
biopsia e estadiamento conforme diferentes parametros (BHAGIRATH et al., 2018). O
estadiamento baseia-se na extensao anatomica da lesdo e estabelece o seu grau de disseminagao.
A classificacdo dos tecidos neoplasicos auxilia na determinacdo do prognostico e na defini¢do
da estratégia de tratamento apropriada para o paciente. Existem dois tipos: (i) o estadiamento
clinico, o qual estima a extensdo da doen¢a de acordo com os resultados dos exames realizados,
e (ii) o estadiamento patoldgico que configura a analise da peca cirdrgica (INCA, 2018).

Para o CaP o sistema de estadiamento mais utilizado € o Tumor Node Metastasis (TNM),
da Union for International Cancer Control (UICC) e American Joint Committee on Cancer
(AJCC) associado ao escore de Gleason. O sistema TNM prognostica a doenca de acordo com
a disseminagao anatdmica e da extensao do tumor primario (T), com a presenca de linfonodos
afetados (N) e com a auséncia ou presen¢a de metastases a distancia (M) (UICC, 2019). Ja no
Escore de Gleason € avaliada a diferenciagdo celular e os padrdes arquiteturais do CaP, variando
de 1 a 5 (SINNOTT et al., 2016). O resultado baseia-se no somatério dos dois padrdes mais
frequentes observados na regido tumoral do fragmento analisado, variando de 2 a 10
(JEDROSZKA et al., 2017). Os escores com valores de 2 a 4 evidenciam neoplasias bem

diferenciadas. Ja os valores de 5 a 6 exibem uma maior probabilidade do reaparecimento do
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CaP ap6s tratamento primario e de 7 a 10 as células se mostram indiferenciadas, com respostas
inadequadas a diferentes op¢des de tratamento (EPSTEIN et al., 2016).

Para a decisdo terapéutica, considera-se, nesse contexto, a idade, os niveis de PSA, o
estadiamento, o escore de Gleason e o estado geral de satde do paciente (CULIG; SANTER,
2014). Estao disponiveis diferentes op¢des de tratamentos, concomitante com beneficios, riscos
e efeitos colaterais. Sdo amplamente empregadas a radioterapia, prostatectomia radical (PR),
quimioterapia e hormonioterapia (BILL-AXELSON et al., 2011).

A radioterapia e PR sdo mais utilizados nos casos de CaP localizado (WOLFF et al.,
2015). Na radioterapia € utilizado um feixe de radia¢do externo e invasivo, que além de atingir
as células tumorais pode danificar outros 6rgdos. Além disso, também é empregada a
braquiterapia, na qual ocorre a aplicacdo de sementes radiativas dentro da glandula prostatica
(NORUM; NIEDER, 2017; SHEN; ABATE-SHEN, 2010). A PR consiste em retirar
completamente a préstata, as vesiculas seminais e extremidades do canal deferente. E um
procedimento agressivo que pode causar impoténcia sexual e incontinéncia urinéria
(GANDAGLIA et al., 2017; MARTIN et al., 2016).

No céncer avancado, recorre-se a radioterapia ou prostatectomia associada a terapia
hormonal. Para a doenga metastatica, prioriza-se a hormonioterapia ou quimioterapia. A
hormonioterapia envolve a castra¢do cirdrgica, procedimento que remove os testiculos, e a
terapia de privacdo androgénica (TPA), na qual ocorre o bloqueio da producdo ou a acdo da
testosterona utilizando andlogos do hormodnio luteinizante (LHRH), antiandrogéneos e
estrogenos. Na quimioterapia empregam-se medicamentos para regredir o tumor (LOEB et al.,
2017; OHLMANN, 2017).

Contudo, verifica-se o encadeamento de complicacdes condizentes aos efeitos
psicologicos, colaterais e de resisténcia do paciente (MICHAELSON et al., 2008). Dessa
maneira, torna-se necessaria a realizacdo de estudos com o objetivo de buscar biomarcadores
envolvidos no surgimento e progressiao da doenga, tal como investigar novos alvos para o seu

tratamento (GEZER et al., 2015).
2.3 Biomarcadores
Um biomarcador é uma molécula biologica encontrada no plasma, fluidos corporais ou

tecidos produzidos como resposta a alteragdes celulares, bioquimicas e moleculares, sejam estas

normais, patoldgicas, ou decorrentes de processo terapéutico (WAGNER; SRIVASTAVA,
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2012). Moléculas especificas associadas ao tumor podem ser definidas como metabdlitos,
proteinas, mRNAs e RNAs ndo-codificantes (SAINI, 2016; PRENSNER et al., 2012).

A descoberta de biomarcadores € fundamental para a pesquisa com aplicagoes clinicas,
e dessa forma, é considerada uma ferramenta importante para diagndstico, progndstico,
defini¢do de alvos terapéuticos, rastreamento de doenca e a triagem precoce (ZHANG et al.,
2018). Ja foram descritos: os biomarcadores transversais auxiliando no diagndstico ou
estadiamento, longitudinais utilizados no monitoramento da previsdo e encadeamento da
doenga e aqueles que avaliam a resposta farmacoldgica a uma intervencdo terapéutica buscando
uma melhora significativa no desfecho clinico do paciente (WERMUTH et al., 2018). Para sua
caracterizacdo sdo utilizadas diferentes metodologias como técnicas de imagens, testes
bioquimicos, tecnologias dmicas (incluindo gendmica, protedmica, metabolomica e lipidomica)
e o estudo da biofisiologia do 6rgdo, nas quais verifica-se seu desempenho, confiabilidade,
sensibilidade e especificidade (KRAUS, 2018)

O PSA (calicreina humana 3), aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) € o
biomarcador mais utilizado no CaP em sua triagem inicial. Contudo, como ja descrito, apresenta
especificidade questionavel (OTERO et al., 2014). O antigeno 3 do cancer de prdstata (PCA3)
¢ um mRNA nao-codificante especifico da prdstata, em condi¢des de malignidade, detectado
na urina e sangue periférico. Estudos mostram uma melhora significativa no diagnostico com a
associacdo do PCA3 ao PSA, porém com eficiéncia limitada quando a doenga ja se encontra
em estigio avangado. Além disso, ndo exibe interferéncia na sua expressao diante da idade do
paciente, volume da prdstata ou traumas anteriores (HENDRIKS et al., 2017). De fato, sdo
moléculas que, potencialmente, podem solucionar problemas relacionados ao diagnostico,
progndstico e tratamento do CaP, ao avaliar os riscos, monitorar e diferenciar estratégias e

decisdes na pratica clinica (WERMUTH et al., 2018).

2.4 Fator de alongamento eucariético 1A (eEF1A)

A gendmica funcional desempenha um papel essencial na elucidagdo dos processos
bioldgicos nos seres vivos. Neste contexto, os genes sdo encarregados por determinar e conduzir
todas as caracteristicas dos individuos (GRIFFITHS, 2015). As células em organismos
multicelulares possuem sistemas que sdo regulados pela interacdo de produtos génicos,
estabelecendo redes complexas para suportar suas atividades. As proteinas produzidas e

envolvidas em diferentes processos celulares podem ser reguladas tanto na transcricdo quanto
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na traducdo. Alteracdes na homeostase desses mecanismos podem conduzir a processos
patologicos, dentre estes o cancer.

As células cancerigenas apresentam elevado metabolismo e biossintese de proteinas
(GRZMIL; HEMMINGS, 2012). A traducdo do mRNA em proteinas celulares € mediada por
ribossomos e pelos fatores de alongamento como autores-chave. Essa € tipicamente dividida
em quatro etapas: inicia¢do, alongamento, término e reciclagem de ribossomos, todas altamente
reguladas (BILANGES; STOKOE, 2007).

O fator de alongamento 1A (eEF1A) € uma proteina citoplasméatica muito abundante e
conservada em eucariontes e procariontes, cuja funcio € catalisar a ligacdo dependente de GTP
do aminoacil tRNA (aa-tRNA) ao ribossomo na fase de alongamento peptidico da sintese
proteica (BECKER et al., 2013). O eEF 1A pertence a familia das proteinas G, assim como seu
ortélogo em bactérias EF-Tu, os quais podem sofrer mudanc¢as conformacionais relacionadas
aos fatores de troca de nucleotideos de guanina (GEFs) e hidrélise do GTP (TAYLOR et al.,
2007).

Durante a traducdo, o eEF 1A € ativado ap6s ligacdo ao GTP formando um complexo
ternario com o aa-tRNA (DEVER; GREEN, 2012). Apo6s a hidrélise do GTP, ha a liberacao do
complexo eEF1A-GDP no ribossomo e a consequente ligagdo correta do aa-tRNA ao sitio A,
direcionada pela complementariedade entre o anticbdon e o cédon do mRNA. A enzima
peptidil-transferase catalisa a formagado da ligacao peptidica, deixando um tRNA desacetilado
no sitio P e um peptidil-tRNA recém-formado no sitio A. Este estado pre-translocacional (PRE)
€ o substrato da GTPase eEF2 que catalisa a mudanca coordenada das moléculas de mRNA,
tRNA e alteracdes conformacionais. Por conseguinte, o alongamento é completado e o sistema
estd ativo para o inicio de um novo ciclo (KAUL et al., 2011; BRULE; GRAYHACK, 2017)
(Figura 2).
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Figura 2 — Regulacdo do alongamento da traducdo. O fator de alongamento eucaridtico 1A (eEF1A) ligado ao
GTP fornece um aminoacil tRNA (aa-tRNA) ao sitio A do ribossomo. O GTP ¢ hidrolisado apds reconhecimento
de codon-anticodon e o eEF1A-GDP ¢ libertado do ribossomo. Posteriormente, a enzima peptidil-tRNA catalisa a

formacao da ligacdo peptidica e a translocacdo do mRNA ¢ mediada pelo fator de alongamento eucariético 2 ligado

ao GTP. O processo é repetido até que o ribossomo encontre um cddon de terminacao.
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Fonte: Adaptado de BRULE; GRAYHACK, 2017.

Estudos revelaram que o eEF 1A forma estruturas cristalinas com trés dominios: dominio
I, dominio II e dominio IIl. O dominio I liga-se ao GTP, o dominio II encontra-se envolvido
com a ligacdo do aa-tRNA e, simultaneamente, os dominios I e II interagem com eEF1Ba
(ABBAS et al.,2015; ANDERSEN et al., 2000). Nos mamiferos, assim COmMO em VAarios outros
vertebrados, sdo expressos dois paralogos de eEFIA altamente similares, designados por
eEF1A1 e eEF1A2 (JAKOBSSON et al., 2017). Para a reativagdo do eEF1A ligado ao GDP ¢
necessario a atividade do complexo eEF1B, que atua como um GEFs (JAKOBSSON et al.,
2018).

Modificacdes pos-traducionais, incluindo a fosforilacio por quinases especificas e
metilacio (BROWNE; PROUD, 2002; HAMEY et al., 2016) podem alterar o funcionamento
do eEF1A. Destacam-se a proteina quinase C (PKC), que fosforila o eEFIA em treonina na
posicdao 431 (Thr431) (SASIKUMAR et al., 2012), e o receptor do fator de crescimento
transformador B tipo 1 (TbR-I), que adiciona grupamentos fosfato em residuos de serina
(Ser300). Demonstrou-se que Ser300 € um aminoacido importante para a ligacdo do aa-tRNA
ao eEF1A (MIGLIACCIO et al., 2016). Além disso, a eEF1A de mamiferos € altamente
metilado em cinco residuos de lisina: Lys36, Lys55, Lys79, Lys165 e Lys318 (MALECKI et
al., 2017).

Zhu e colaboradores (2009) demostraram que o eEFIA ndo esta envolvido apenas no

processo de traduc@o, mas também desempenha fung¢des ndo candnicas como o controle da
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progressao tumoral, invasao, proliferacdo e migracao de células neoplésicas. Também tem sido
atribuido a esse marcador atividades associadas a degradacdo de proteinas, apoptose,
transformacdo oncogénica, ligagdo/agrupamento de actina, patogé€nese viral e transporte

nuclear (Figura 3) (MATEYAK; KINZY, 2010; BUNAI et al., 2006; HAMEY et al.,2018).

Figura 3 - Funcdes candnicas e ndo candnicas atribuidas ao Fator de Alongamento Eucariético 1A (eEF1A). Sua
fun¢@o candnica € formar um complexo com o aminoacil tRNA (aa-tRNA) de forma dependente do GTP,
fornecendo-o ao sitio A ribossdémico (1). A troca de GDP é dada pelo GEF eEF 1Bay (2). As fun¢des nio candnicas
incluem sua participacdo em processos de exportacdo nuclear (3), degradacdo de proteinas (4), ligacdo e

agrupamento de actina (5), apoptose (6) e ciclo da vida viral (7).
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Fonte: Adaptado de MATEYAK et al., 2010.
Diante de seu papel crucial em eventos diretamente relacionados a malignidade, o
eEF]A apresenta uma importante atuagdo na génese tumoral e na manutencido de células

transformadas. Portanto, € considerado um marcador valioso que necessita ser melhor estudado

no cancer, sobretudo no CaP.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Quantificar os transcritos do gene Fator de Alongamento Eucariotico 1A (eEF1A) em amostras

de pacientes com Cancer de Préstata (CaP) e em linhagens tumorais prostaticas.
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Objetivos especificos

- Cultivar as linhagens celulares prostiticas: RWPE-1 (ndo tumorigénica), LNCaP (tumoral -
hormonio-dependente) e PC3 (tumoral resistente a castracao);

- Definir os niveis relativos de mRNA do eEFIA em amostras de pacientes com CaP, HPB e
nas linhagens cultivadas;

- Correlacionar os transcritos com os dados clinico-patolégicos das pacientes;

- Correlacionar os transcritos com os fen6tipos celulares;

- Definir o papel diagnoéstico e/ou progndstico do gene eEFIA.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Grupo de estudo

Os pacientes incluidos no grupo de estudo foram aqueles com mais de 50 anos sem
histéria familiar de CaP, e a partir dos 40 anos, nos casos de histéria familiar ou em pacientes
de raca negra. Avaliou-se os sintomas do trato urinario inferior, que frequentemente estao
relacionados a presenca de HPB. Também foram considerados os resultados clinicos para o
exame digital e para as dosagens bioquimicas do PSA sérico.

As amostras foram coletadas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) pela equipe médica e ambulatorial do setor de Urologia, mediante
autorizacdo dos pacientes, os quais assinaram o Termo de Consentimento. O procedimento de
coleta foi realizado dentro da rotina do setor cirdrgico, sem causar desconforto adicional. Todas
as técnicas de manipulacdo do material bioldgico procederam de acordo com as normas do
Cédigo de Etica Médica e a identificacdo dos pacientes foi feita por seus nimeros de
prontudrios (protocolo de aprovagio do Comité de Etica 005/2001).

As amostras de sangue periférico e tecido foram coletadas de pacientes submetidos a
cirurgia de prostatectomia radical e ressec¢do transuretral (RTU) para os casos de carcinoma
prostatico e HPB, respectivamente. Os casos foram incluidos no grupo “Cancer” apds a
confirmacdo do diagnostico anatomopatoldgico. Houve exclusdao dos pacientes com padrdo

citopatoldgico de malignidade suspeitos ou indeterminados.



20

3.2 Cultivo celular

Utilizou-se as linhagens PC3 (carcinoma de prostata resistente a castragdo), LNCaP
(carcinoma de prostata hormdnio dependente), cultivadas em meio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute) enriquecidas com soro fetal bovino a 10 % e RWPE-1 (ndo neoplasica)
como controle das anélises. Esta foi cultivada em meio de cultivo de queratindcitos enriquecido
com 5,0 ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGF), 0,05 mg/mL de extrato de pituitiria
e soro fetal bovino a 10 %.

Todas as linhagens celulares foram incubadas a 37 °C com 5 % de CO2, suplementadas
com 50 pg/mL de gentamicina. O meio de cultura trocado em dias alternados até que as células

atingissem 80 % de confluéncia.

3.3 Extracao de RNA

Para as extracdes do RNA total das amostras de tecido prostético e linhagens celulares,
utilizou-se o TrizolReagent® (INVITROGEN) de acordo com as recomendacgdes do fabricante.
Para as amostras de sangue foram adotados os passos previamente descritos por Neves e
colaboradores (2012). A qualidade do RNA total foi avaliada por meio de eletroforese em gel
de agarose 1,5 %, por 40 min a 90 volts em tampao de corrida TBE (45 mM Tris-borato, pH
8,3 e 1 mM EDTA) 0,5 X. As amostras foram coradas com GelRed 1X e visualizadas em
Transluminador L-Pix (Loccus Biotecnologia) sob luz ultravioleta. A quantificacdo foi
realizada em espectrofotometro (PG Instruments) e a razdo 260 nm/280 nm foi utilizada
também como parametro qualitativo. Posteriormente, o material foi armazenado em

ultrafreezer a —80 °C.

3.4 Transcricao reversa

A transcri¢do reversa (RT) foi realizada utilizando-se 1 ng de RNA total extraido, 10 U
de inibidor de RNAse (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham Biosciences), 1 X de
Tampdo da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 uM de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e
dCTP) e 126 pmoles de oligonucleotideos randomicos (Invitrogen). O volume final de cada
reacdo foi completado para 20 pL utilizando 4gua tratada com Dietil Pirocarbonato (DEPC)
(Sigma-Aldrich), um reagente inibidor de RN Ase. Também foram preparadas reacdes controle

para verificacdo de possiveis contaminantes exdgenos.
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As solugdes foram incubadas em termociclador ProFlex (Life Technologies) a 37 °C
por 1 hora e aquecida a 95 °C por 5 minutos para desnatura¢do do hibrido RNA-cDNA e para
inativacao da enzima MMLV-RT. O cDNA foi estocado a -20 °C até posterior amplificagao.

3.5 Ensaios de qPCR

A PCR em Tempo Real (QPCR) foi realizada ap6s a transcricao reversa no aparelho
StepOnePlus Real Time PCR Systems (Applied Biosystems). A rea¢do de amplificacdo foi
preparada com Sul. de master mix (SYBR®Green - Applied Biosystems), Spmoles de cada
oligonucleotideo iniciador e 2ul. de cDNA. A &4gua ultrapura completou o volume final para
10uL.

A ciclagem incluiu o aquecimento a 95°C por 10 min seguido de 40 ciclos a 95 °C por
I5 s e 60 °C por 1 min. Utilizou-se primers especificos para o gene eEFIA (5’
GGCTACAACCCCGACACAGT 3 e 5 TTGAACCAAGGCATGTTAGCAC 37)
normalizados com o gene de referéncia  B-2-microglobulina  (B2M) (5’
CCTGCCGTGTGAACCATGT 3’e 5 GCGGCATCTTCAAACCTCC 3°). Para as andlises foi

utilizado o método Cq comparativo.

3.6 Analises estatisticas

Para as anélises em pacientes, a quantificacdo dos transcritos foi correlacionada com o
diagnostico (CaP versus HPB), idade, niveis de PSA sérico, os estadiamentos anitomo
patolégico TNM e pontuacdo de Gleason pelo teste Mann—Whitney. O poder discriminatdrio
foi estimado pela curva ROC (Receiver Operating Characteristic). A é4rea sob a curva (AUC)
definiu a eficicia do marcador. Estes dados foram calculados pelo software GraphPad Prism
7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). As analises de Odds ratio (OR) foram realizadas
no programa Bioestat.

Para a diferenciacio dos transcritos em linhagens celulares, ap6s anélise de distribuicao
dos dados, foi utilizado o teste ANOVA seguido do teste de multiplas comparacdes de Tukey,
conduzidos com o auxilio do software GraphPad Prism 7.0. Em todas anélises foram

considerados estatisticamente significantes valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

Para quantificar os niveis relativos de mRNA do gene eEFIA em amostras biologicas
(sangue periférico e tecido) e nas linhagens celulares foram realizados ensaios de qPCR. O
RNA total foi extraido e as amostras que apresentaram razao das leituras de absorbancia a 260
e 280 nm entre 1,8 e 2,0 foram transcritas reversamente.

Nas amostras de tecido, os transcritos do gene se mostraram 1,43 vezes mais expressos
no CaP do que na HPB (p<0,05) (Figura 2A). Foi construida a curva ROC, na qual sdo plotadas
a sensibilidade e especificidade de um método diagndstico (MANDREKAR, 2010). A partir
desses dados foi estabelecido o cut-off de 0,71 para os transcritos de eEF 1A, com sensibilidade
de 73,68% e especificidade de 60,0%. Quando categorizados, pacientes com os niveis relativos
de mRNA superiores a 0,71 apresentaram a chance de ocorréncia da doenca 4,2 vezes maior

(IC: 1,19-14,81; p<0,05). A acuricia do teste foi de 70% (AUC = 0,70; p=0,02) (Figura 2B).

Figura 2: Quantificacdo relativa dos niveis transcricionais do gene eEF/A em amostras de
tecidos de pacientes com Cancer de Prostata (CaP) e Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB).
Em (A) a diferenciagdo dos transcritos conforme o diagndstico dos pacientes e em (B) o poder
diagnéstico do método inferido pela curva ROC. Os dados sdo apresentados como media + DP

de 3 experimentos independentes. *p<0,05.

A B

804
1.5+ AUC: 0,70

=0,02
60- p

1.0

40-

Sensibilidade (%)

0.5 204

Niveis relativos de mRNA

0.0

0 20 40 60 80 100

HPB CaP Especificidade (%)

Posteriormente, os pacientes diagnosticados com CaP foram agrupados conforme os
dados clinico-patolégicos (Figura 3). Contudo, ndo foi verificada correlacdo entre os niveis

transcricionais de eEF 1A e os dados de PSA, Gleason e invasao tumoral.
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Figura 3: Quantificag¢do dos transcritos, por gPCR, do gene Fator de Alongamento Eucariético
1A (eEFIA) em amostras de tecido de pacientes com Cancer de Prdstata categorizados
conforme os dados clinico-patologicos. Em (A) pacientes separados de acordo com a dosagem
sérica do Antigeno Prostatico Especifico (PSA), em (B) categorizados segundo estadiamento e

em (C) baseados no grau de Gleason.
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Ja para as amostras de sangue, em relacdo aos niveis transcricionais, ndo foi verificada
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos avaliados (Figura 4A). Além disso,

também nao houve correlagdo com os dados clinico-patologicos (Figura 4B-D).

Figura 4: Quantificacdo relativa dos niveis transcricionais do gene Fator de Alongamento
Eucariotico 1A (eEF1A) em amostras de sangue periférico de pacientes com Cancer de Prostata
(CaP), Hiperplasia Prostética Benigna (HPB) e individuos jovens (CN). (A) Niveis relativos de
mRNA para cada um dos grupos de pacientes. A expressdo gé€nica foi posteriormente
categorizada para os pacientes com CaP conforme: (B) niveis séricos de Antigeno Prostatico

Especifico (PSA), (C) Invasdo tumoral e (D) grau de Gleason.
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Também foram cultivadas as trés linhagens prostaticas RWPE-1 (ndo tumorigénica),
LNCaP (tumoral hormo6nio dependente) e PC3 (tumoral resistente a castracdo). A expressao do
gene eEFIA se mostrou significativamente maior na linhagem LNCaP quando comparada a
RWPE-1 (Figura 5). Entre as linhagens tumorais ndo foi verificada diferenca estatisticamente

significante.

Figura 5: Quantificacdo relativa dos niveis transcricionais do gene Fator de Alongamento
Eucaridtico 1A (eEF1A) por qPCR nas diferentes linhagens prostaticas: RWPE-1 (ndo
tumorigénica), LNCaP (tumoral hormdnio-dependente) e PC3(tumoral resistente a castracdo).

Os dados sdo apresentados como média + DP de 3 experimentos independentes. **p<0,01.
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5 DISCUSSAO

O cancer é uma doenca geneticamente heterogénea e multifatorial caracterizada pela
desregulagdo de diferentes genes, em particular os que regulam processos moleculares
importantes e inseridos no dogma central da biologia (HASSAN et al., 2018). Especial atencao
tem sido dedicada aos mecanismos regulatorios inerentes a esses eventos, sobretudo sua relacao
com a tumorigénese (JOSEPH et al., 2004; KIDO et al., 2010). Durante a tradugdo, a principal
funcdo do eEF1A ¢ catalisar a ligagdo dependente de GTP e transporte do aa-tRNA para o
sitio ribossdomico A (JAKOBSSON et al.,, 2018). Portanto, estudar e demonstrar o

comportamento desse marcador no cancer se mostra particularmente interessante.
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Ja foi relatado que as duas isoformas do eEFIA, em niveis normais, atuam como proto-
oncogenes, de modo que o aumento da expressao e do nimero de copias de eEFIAl e eEF1A2
desempenham um papel critico na tumorigénese. eEFIAI é amplificado em alguns tumores
cerebrais (ANAND et al., 2002; SCAGGIANTE et al., 2012), e o eEFIA2 é relatado como
sendo associado em cancer de mama (KULKARNI et al., 2007), pulmdo de células nao
pequenas (KAWAMURA et al.,2014) ovario (PINKE et al., 2008) e gastrico (YANG et al.,
2015). Além disso, a superexpressdo do eEFIA também ja foi associada a ocorréncia de
metastases (HUAIZHENG et al., 2013; TANIGUCHI et al., 1992). Contudo, seus mecanismos
permanecem obscuros, assim como seu perfil no CaP.

No presente estudo quantificamos os niveis de mRNA do eEFIA em amostras de
pacientes e em linhagens celulares prostiticas por meio da técnica de RT-qPCR. Ainda,
correlacionamos a expressdo do eEFIA com dados clinico-patologicos dos pacientes. A
transcricdo reversa ¢ um método otimizado para investigar a expressdao génica. Detecta
pequenas alteragdo de transcritos, permitindo sua utilizacdo em diferentes tipos de amostras
(NEVES et al., 2008). Utilizamos também ensaios de PCR em tempo real, a qual € considerada
uma ferramenta de quantificacio de alta sensibilidade, precisdo, especificidade e eficiéncia na
caracterizacdo de padrdes de expressdao (ZHAN et al., 2014), inclusive ja empregada na analise
de marcadores moleculares do CaP (ARAUJO, 2015).

Foi adotado o sistema semi-quantitativo pautado no método Cq comparativo, o qual
necessita de um gene de referéncia como controle interno da reacdo para a normalizagdo,
fornecendo dados confiaveis e precisos referentes aos niveis de expressao do alvo (PETERS et
al., 2004; BERNARD; WITTWER, 2002; LIU et al., 2015). O gene de referéncia, também
denominado housekeeping (HKG) ou normalizador, deve apresentar expressdo constante entre
as amostras analisadas (WANG et al., 2016). No presente estudo utilizamos o gene B2ZM como
referéncia, previamente validado em ensaios com amostras prostiticas (DISS et al., 2006;
MOTA, 2017; KATZ, 2014).

Foram detectados maiores niveis transcricionais do eEFIA em amostras de tecidos de
pacientes com CaP, sugerindo seu potencial diagnostico. A utilizacdo de marcadores
moleculares € promissora em oncologia. Além de serem mais especificos, essas moléculas
permitem detectar alteragdes ainda ndo visiveis histologicamente, direcionando o tratamento e
essenciais para a predicdo da sobrevida dos pacientes. De fato, as ferramentas biotecnologicas
possibilitam a detec¢do dos padrdes especificos da doenca, englobando o estudo de genes que

apresentam niveis de expressao mais elevados na presenga de tumores soélidos e baixos niveis
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em condi¢des benignas, e com um avanco da especificidade para detectar neoplasias, inclusive
o CaP (SHAPPELL, 2008).

De acordo com o INCA (2019), a deteccao precoce do CaP é de fundamental
importancia para a cura. Sabe-se que o padrao de expressdo génica pode fornecer informagdes
valiosissimas para a antecipacdo diagnostica, além de permitir um tratamento menos agressivo
e mutilante. Para o eEF' 1A foi construida a curva ROC e calculada a AUC a fim de validar seu
potencial diagnéstico (HAJIAN-TILAKI, 2013). Uma AUC de 0,5 simboliza um teste sem
eficiéncia discriminativa, enquanto uma AUC de 1,0 indica um melhor desempenho do
marcador (HOO et al.,2017). O valor 0,70 define o eEFIA como um biomarcador com
capacidade preditiva para discriminar o CaP da doenca benigna. Além disso, com base na curva
ROC, foi estabelecido um valor de cuf-off com 73,68% de sensibilidade e 60,0% de
especificidade sendo, portanto, um moderado parametro diagndstico.

O rastreamento do CaP vem sendo realizado pela dosagem do PSA, questionado por sua
baixa especificidade (WANG et al., 2016). As ferramentas de diagndstico ideal devem ser
sensiveis, especificas, eficazes, ndo fornecer resultados falso-positivo, além de determinar se a
terapia serd efetiva e prever sua agressividade. Apesar de inimeros marcadores ja terem sido
estudados e associados com o CaP, nenhum apresenta acuricia diagnoéstica ideal para esta
neoplasia (SZELISKI et al., 2018). Portanto, sugerimos o eEFIA como marcador
complementar, e estudos adicionais sdo necessdrios visando descrever seu comportamento
junto a dosagem sérica do PSA no diagnostico do CaP.

Para avaliar o comportamento dos transcritos do eEFIA nos subtipos do CaP, foram
também analisadas linhagens celulares prostiticas. A utilizacdo de linhagens celulares na
pesquisa sobre o cancer € interessante devido a sua capacidade de autorreplicagdo em meio de
cultura e por representarem subgrupos da doenca definidos pela expressdo de diferentes
marcadores (HOLLIDAY; SPEIRS, 2011). Foram quantificados os transcritos dos genes em
uma linhagem hormoénio-dependente (LNCaP) e resistente a castracao (PC3). Em nosso estudo
observamos que a expressdo de eEFIA se mostrou significativamente elevada na linhagem
tumoral hormonio-responsiva LNCaP quando comparada a RWPE-1, ndo diferindo dos dados
observados para a PC3.

A linhagem tumorigénica LNCaP, derivada de metastase linfonodal sdo células que
possuem baixo potencial de ancoragem e ndo estabelecem uma monocamada uniforme em
cultivo celular (HOROSZEWICZ et al., 1980; WEBBER et al., 1997). Sao tipicas do CaP em
seu estagio inicial, uma vez que sdo células cancerosas hormonio dependente (XU et al., 2016).

Os dados observados corroboram os obtidos para os pacientes, evidenciando o papel do eEF 1A
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na génese no CaP. Nossos resultados, portanto, sugerem o eEFIA como um possivel gene

associado a transformacio oncogénica na préstata.

6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliada a expressao génica e o perfil diagnéstico do gene eEFIA. Os
resultados obtidos mostraram sua maior expressdo em tecidos de pacientes com CaP e na
linhagem celular hormonio-dependente. Esse comportamento sugere o potencial do eEFIA
como marcador associado a transformacdo maligna da prostata, com perfil diagndstico em
amostras de tecido. Contudo, estudos funcionais adicionais e analises em um ndmero maior de

pacientes sdo necessarios para validar nossa hipétese.
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