UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERL’ANDIA
_ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

ANALISE MOLECULAR DE POLIMORFISMOS E
EXPRESSAO GENICA DO FATOR $1 DE

TRANSFORMACAO DO CRESCIMENTO (TGF-B1)
NO CANCER DE PROSTATA

Paula Cristina Batista de Faria
Orientador: Luiz Ricardo Goulart

SISBI/UFU

TNRRAITRARAT

1000220656

UBERLANDIA — MG
2005




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
_ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

mon

//Jj 455 ——006-6

/// s NN

ANy
F 2
/C,S MM EM

ANALISE MOLECULAR DE POLIMORFISMOS E
EXPRESSAO GENICA DO FATOR B1 DE
TRANSFORMACAO DO CRESCIMENTO (TGF-$1)
NO CANCER DE PROSTATA

Aluna: Paula Cristina Batista de Faria
Orientador: Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Uberlandia para obtencfio do
Titulo de Mestre em Genética e Bioquimica
(Area Genética)

UBERLANDIA - MG
2005

B
5
5
3
5
1.
i
2
5

:
=

VLN I e



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
_ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

ANALISE MOLECULAR DE POLIMORFISMOS E
EXPRESSAO GENICA DO FATOR B1 DE
TRANSFORMACAO DO CRESCIMENTO (TGF-81) NO
CANCER DE PROSTATA

Paula Cristina Batista de Faria

COMISSAO EXAMINADORA

Examinadores: Dr. Luiz Ricardo Goulart (Orientador)
Dra. Isabela Maria Bernardes Goulart

Dr. Flavio Henrique da Silva

Data da Defesa: 19/04/2005

As sugestdes da Comissdo Examinadora e as Normas PGGB para o formato

da Dissertagio foram contempladas.
)
Yy 7

Dr. Luiz Ricardo Goulr{irt

Uberlandia, 19 1 Q4 1 2005




Dedico essa conquistd...

... aos meus pais, Londim e Neusa, dos quais me orgulho
imensamente de ser filha; pelo amor incondicional que me impulsiona
nos momentos mais dificeis, pelo incentivo, por me ensinarem a viver

com dignidade e lutar pelos meus objetivos, pela dedicacdo e pela
confianga... Meus exemplos de vida... Meus eternos Mestres!

... aos meus irmdos Dedé, Tii, Mdrcio e Delei, e aos

meus afilhadinfos Rafa e Matheus, que ddo um brilho todo especial a
mais essa vitdria; pelo carinfio e pela torcida.

... ao mey namorado Cris, que foi muito mais que um

companheiro... que confiou em mim, que e apoiou em toc{os 0s
momentos, que me Tespeito, que me OUVIY, que vibrou comigo, que
lutou comigo...que com muito amor

me ajudou a chegar até aqui!




Agradecimentos

Primeiramente ao meu bom Deus, que com Sua infinita misericérdia me
agraciou com mais essa vitoria.

Ao meu orientador Luiz Ricardo Goulart, que mais uma vez confiou em mim
e no meu trabalho, dando-me mais essa oportunidade de crescer como pessoa e
profissional.

Ao Professor Zenon Silva pelo incentivo, pelo apoio e também pela
amizade de sempre.

Aos meus amigos e familiares que sempre me acompanham e torcem pelo
meu sucesso.

As minhas companheiras de republica que sdo a minha segunda familia:
Hidiovana, Cristiany, Preta e Marcia, por estarem sempre ao meu lado em todos
0s momentos, até mesmo naqueles mais complicados, apoiando-me e ajudando-
me a seguir em frente.

Aos meus colegas de laboratdrio, pela grande ajuda, tanto profissional
quanto pessoal, que foi indispensavel para a realizagdo desse trabalho. As
dificuldades, que nao foram poucas, s6 foram contornadas devido ao apoio cada
um de vocés. Um reagente emprestado, um horario cedido, uma palavra de
incentivo nos piores momentos... serei eternamente grata a TODOS vocés:
Juliana Franco, Paula Souza, Fausto, Guitherme, Fabiana, Andréia, Carlos, Rone,
Ana Paula, Renata, Leticia, Luciana, Rafael, Thiago, Alexandra, Mércia.

As minhas companheiras do Grupo CaP, por toda a contribuicéo e atengso
dispensadas a mim e ao meu trabalho: Adriana, Thaise, Isabela, Elisangela, Ana
Paula, Carolina, Weruska. Em especial agradego imensamente a duas pessoas
que foram muito mais que colegas de grupo: Karla e Kaline. Jamais esquecerei da
forga que vocés me deram quando eu mais precisei. Saibam que eu me sinto uma
pessoa muito privilegiada por té-las como amigas. Qualquer palavra seria infima
para expressar o quéo grata sou a voces...

Aos amigos dos outros laboratérios, cuja ajuda foi também indispensavel.

A todos os funcionarios do INGEB/UFU, que forneceram os meios

necessarios para que a realizagao desse trabalho fosse possivel.



A CAPES pelo apoio financeiro.
Enfim, a todos aqueles que contribuiram direta ou indiretamente para que

eu concluisse mais essa etapa com sucesso.

Muito Obrigada!!!



vii

INDICE

LISTA DE FIGURAS E TABELAS........oooiiiiee et eeeeeeannenneaa e e e, ix
LISTA DE ABREVIATURAS . .... ... reear e eenrsaaeeeaanasene Xi
INTRODUCAO GERAL

RESUMO GERAL........ooee ettt er e ee s s sesees s sassnssenasasens 2
1- A GLANDULA PROSTATICA. ...ttt eneseeenns 3
1.1 - Caracteristicas da GlanAUIa...................ooo e, 3
1.2 - Mecanismos Gerais de Regulag@o da Prostata ...............cocoeercurencinnrennenene. 5
1.3 - Anomalias Relacionadas @ Prostata....................ooioe e 5
1.4 - Aspectos Epidemiolégicos do Cancer de Prostata...........cccooveeveecveeeereesnnne. 9
1.5 - FAtOreSs 08 RISCO.....ccvieieeeeeeereee et e e e e e e s e s eneeeenreeeeenne 10
2 - A BIOLOGIA MOLECULAR NO ESTUDO DO CANCER.......ooeeeeeeeeeeeeeene 12
2.1 — Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)..................ccooociniiiecncnnenen, 14
2.2 — Amplification Refractory Mutation System (PCR-ARMS)............c.cccccvrueucn. 15
2.3 — Transcricdo Reversa (RT)......ooviriniiii e 16
2.4 — RT PCR Semi-quantitativa.............cccccovricrciiiininninciceeieeeceee, 16
3 - FATORES p DE TRANSFORMAGAO DO CRESCIMENTO..........cccccoeuuurn.... 18
3.1-0s Ligantes TGF-BS......ccceci i 18
3.2 - Os Receptores TGF-fS.......cccccoimmimmmiiiieee e 19
3.3 - A sinalizagéo Intracelular e as Proteinas Smads...............cc.ccoccevvnnnneennnn., 21
3.4 - Aspectos Intranucleares da Sinalizagao..............c.ccooeveiciiiicien, 22
4 — TGF-B1 E O CANCER.....ccootiriiriiccinritne ettt seaesniseenie s, 23
4.1 — O duplo papel do TGF-B1 na tumorigénese................cccoeveinienicncccee, 24
REFERENCIAS GERAIS.....ccotooeeeeee ettt e 27

CAPITULO UNICO: ANALISE MOLECULAR DE POLIMORFISMOS E
EXPRESSAO GENICA DO FATOR B1 DE TRANSFORMACAO DO
CRESCIMENTO NO CANCER DE PROSTATA

ABSTRACT oo e e s e et ee s ee e ee e en s eee e eee e eee e 52
RESUMO oo e oo e e es e ee e eee s s s 53



viii

1 = INTRODUGAD. ...ttt eestanas s s assse e ne s neneanebraeanenas 55
2- PACIENTES E METODOS........ooiieiieeeieeeeeeee et ee e eeeeasesienan s st ssessesenanes 56
2.1 - Obtencéo e Estocagem do Material Biologico.............cooceeeeceerinieercccieneannnne. 57
2.2-EXtrac80 e DNA .. ...t 57
2.3-EXtrac@o de RNA . ... e et a e e eerraans 58
2.4 - PCR-ARMS (Amplification Refractory Mutation System).......................... 58
2.5 - RT (TranscriGA0 REOVEISA)............ooveoieeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeee e v aaeereaee e e 59
2.6 - PCR Multiplex Semi-QUaNtatiVa..............oooii e e e 60
2.7 - Analise por Densitometria OPtCa...............oocoovvvoovooooeoeee e, 61
2.8 - ANAlISes EStatistiCas.......ocvvee e 62
3 - RESULTADOS. ...ttt et e e e e e s eeaaeen e e narreeeeans 63
4 - DISCUSSAD ..ottt et e e e e s e e e aeeeaeeseneneaneaans 69
5 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o, 74
CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt ee et 80
Anexo |- Documento do Comité de Etica em Pesquisa...............ocooveeverieeereeenn, 82
Anexo ll- Termo de Consentimento........ccoovveeeiiiiiiiiiiiceeeee e 83
Anexo /Il - Protocolo para Extragdo de DNA de Sangue Periférico....................... 84
Anexo IV - Protocolo para Extragdo de RNA Total de Sangue Periférico.............. 85

Anexo V - Estadiamento dos Adenocarcinomas da Prostata: Classificagdo de

Whitmore-dewett € TNIM. ...t rere e e s e e e e ereeaee e 87
Anexo VI — Sistema de Gradacao Histoldgica de Gleason.............ccccoevevevveennnnn 88



ix

LISTA DE FIGURAS E TABELAS

INTRODUGAO GERAL

FIGURAS
FIGURA 1 : Localizaz&o da glandula prostatica..............cccceoveeeeveeeeeeeiesesernceeenenns 2
FIGURA 2: Divisao anatémica da glandula prostatica.............ccceeeeeeeeerecreeeceienuees 3

CAPITULO

FIGURAS
FIGURA 1: Genotipagem de 4 pacientes por PCR-ARMS..............ccooeveiienienennnnns 63
FIGURA 2: Distribuicdo dos pacientes quanto aos valores da gradagéo histolégica
de Gleason em fungéo dos respectivos gendtipos para o Cédon 10..................... 64
FIGURA 3: Teste de RT-PCR-multiplex para os genes B-2-microglobulina e
TGEB T ..o e e e eeeas e aeateaeate e e aea e e et e ettt et e e e arreeeanraeeabeeaaraeeeareeeearreneaas 65
FIGURA 4: Otimizacao do nimero de ciclos da RT-PCR semi-quantitativa para o
GENE TGFBT ...ttt 66
FIGURA 5: RT-PCR multiplex semi-quantitativa pra o gene TGF-f1 em amostras
de SaNGUE PETIFENICO. .....c.ooiveiiiiiriiii e 67
FIGURA 6: Grafico da abundancia relativa para o gene TGF-B1 nos grupos de
pacientes com cancer de prostata e hiperplasia prostatica benigna..................... 68

TABELAS

TABELA 1: Seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na
genotipagem por PCR-ARMS..........cooii s 57
TABELA 2: Freqiiéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos Leu10Pro e
Arg25Pro, observadas nos grupos de pacientes com CaP e HPB................... 64

TABELA 3: Probabilidade de associagbes obtidas pelo teste do xz ..................... 65



TABELA 4: Analise estatistica descritiva dos parametros clinicos analisados e da

concentracao realtiva do RNAmM do gene TGFBT.......c.cccceevivmimecimeeneeienne 68



xi

LISTA DE ABREVIATURAS

AIP
ALK
AR
ARMS
BMP
°C
CaP
cDNA
DEPC
DHT
dNTPs
EDTA
EGF
EMT
FGF

hGK1
HPB
IOD
kDA
LOH

Mad

min

ml

mg

MgCl,

mM
MMLV-RT
NaCl

NIP

NK

atrofia inflamatoria da préstata
ativina semelhante a quinase
receptor de andrégeno
Amplification Refractory Mutation System
proteina morfogenética dssea
graus Celcius
cancer de prostata
acido desoxirribonucléico complementar
dietilpirocarbonato
diidrotestoterona
desoxirribonucleotideos trifosfato
acido etilenodiaminotetracético sal dissodico
fator de crescimento epidermal
transdiferenciacéo epitelial/ mesenquimal
fator de crescimento de fibroblastos
grama (s)
calicreina glandular humana 1
hiperplasia prostatica benigna
densidade Optica integrada
quilo Dalton
perda de heterozigozidade
molar
Drosophila mother-against-dpp
minuto (s)
mililitro (s)
miligrama (s)
cloreto de magnésio
milimolar
Murine Maloney Leukemia Virus Reverse Transcriptase
cloreto de sodio
neoplasia intraeptelial prostatica
Natural Killers



xii

NLSs sinais de localizacédo nuclear

pb pares de base

PCR Polymerase Chain Reaction (reagdo em cadeia da polimerase)
PDGF fator de crescimento derivado de plaquetas
pmoles picomoles

PSA antigeno prostatico especifico

RNA acido ribonucléico

RNAm acido ribonucléico mensageiro

RNAse ribonuclease

rpm rotagbes por minuto

RT transcricdo reversa

RTU ressecgao transuretral

S segundos

SARA ancora Smad para ativagao do receptor
SBEs elemntos especificos de ligacdo a Smad
Taq Thermus aquaticus (enzima DNA polimerase)
TBE tampdo Tris/ Borato/ EDTA

TGFa fator o de transformacgao do crescimento
TGFB fator p de transformagéo do crescimento
TNM tumor-node-metastasis (tumor-linfonodos-metastase)
u unidades

VEGF fator de crescimento endotelial vascular

ng micrograma (s)

ul microlitro (s)

um micromolar (es)

uv ultravioleta

USTR ultra sonografia transretal



INTRODUCAO GERAL




RESUMO GERAL

Nas Ultimas décadas, o cancer de prostata tem emergido como uma das doengas
mais comuns entre os homens idosos. No Brasil e nos Estados Unidos é o
segundo mais comumente diagnosticado apds o cancer de pele ndo melanoma.
Outrossim, é a segunda causa de morte em homens depois do cancer de pulméao.
Dentre as citocinas que compdem a familia dos Fatores B de Transformagéo do
Crescimento (TGF-ps), o TGF-B1 € mais freqiientemente superexpresso em
células tumorais e desempenha um papel central na transformacao e progresséo
tumoral, tanto quanto na represséo do tumor; sendo o foco principal da maioria
dos estudos sobre o papel dos fatores de crescimento na tumorigénese. Varios
estudos tém demonstrado que mutagbes somaticas no TGF-f1 e em outros
componentes da sua via de sinalizagdo, também estdo associadas ao
desenvolvimento de tumores. No presente estudo foi avaliada a expresséo génica
do TGF-B1 em amostras de sangue periférico de pacientes com adenocarcinoma
da prostata (CaP) e hiperplasia prostatica benigna (HPB), por meio da técnica de
RT-PCR semi-quantitativa, correlacionando-a ao quadro clinico dos pacientes,
estadiamento da doenca e, também, a presenga dos polimorfismos Leu10Pro
(alelos T e C) e Arg25Pro (alelos G e C), presentes no éxon 1 do gene TGFB1. A
técnica utilizada para a genotipagem dos pacientes foi a PCR-ARMS, mostrando-
se bastante eficiente para tal. Ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os genotipos e os grupos de pacientes analisados, porém, a
presenga do alelo C no Cédon 10 pode estar envolvida na progresséo do cancer
uma vez instalado, pois foi observada uma tendéncia entre os pacientes com CaP
e portadores desse alelo em apresentar um escore de Gleason mais elevado.
Encontramos também um maior nivel de transcritos do gene TGFB1 em pacientes
com CaP, sugerindo que este pode ser um potencial biomarcador sérico para o
cancer de prostata. Contudo, estudos subseqiientes se fazem necessarios para

uma melhor compreensdo do papel dessa citocina no desenvolvimento e

progressao dessa doenca.



1 — A GLANDULA PROSTATICA

1.1 — Caracteristicas da Glindula

A prostata, medindo cerca de 3 cm de comprimento, € a maior
glandula acessoria do sistema genital masculino. A parte glandular compreende,
aproximadamente, dois tercos da prostata; o outro tergo é fibromuscular
(MOORE: DALLEY, 2001). Esta localizada imediatamente abaixo da bexiga
urinaria onde envolve a porgao inicial da uretra (FIGURA 1) (SMITH, 1979; VAN

DE GRAAFF, 2003).

Bexiga

Prostata

Uretra

FIGURA 1: Localizagao da glandula prostatica.

A prostata € composta por acinos e um complexo sistema de ductos
ramificados, cujos produtos de excregdo séo lancados dentro da uretra prostatica
(ROHR, BARTHSCH, 1980). Os acinos e ductos prostaticos, exceto nos
segmentos periuretrais imediatos, sao revestidos por uma dupla populagdo de
células, representada por uma camada interna colunar secretora e uma camada
externa formada por células basais (ALMEIDA, 2003).

A fina secregdo prostatica, leitosa, ajuda na mobilidade dos
espermatozéides como agente de liquefagdo, e sua alcalinidade protege o
esperma em sua passagem pelo meio acido da vagina. A descarga prostatica
ocupa, aproximadamente, 20% do volume do sémen (VAN 'DE GRAAFF, 2003).



Ramos viscerais das artérias retais média e inferior suprem a prostata com
sangue. O retorno venoso forma o plexo venoso prostatico, juntamente com o
sangue que drena o pénis. O plexo prostatico drena nas veias iliacas internas. A
prostata tem inervacdo simpatica e parassimpatica originaria do plexo pélvico
(VAN DE GRAAFF, 2003).

McNeal (1968, 1980, 1981, 1988) propds uma organizagio
anatémica da prostata, amplamente aceita nos dias atuais, dividindo-a em zonas
que representam caracteristicas morfolégicas, funcionais e patolégicas da
glandula: o estroma fibromuscular anterior, que é constituido basicamente de
musculatura lisa, correspondendo a 30% do volume total da prostata; a zona
periférica, que é a maior das subdivisbes anatémicas, contendo trés quartos de
todo o tecido glandular e onde se encontra a maioria dos casos de céncer de
prostata (CaP); a zona central, que detém a maior parte das glandulas
remanescentes; o tecido pré-prostatico, que impede o refluxo do sémen para a
bexiga durante a ejaculagao e a zona de transicao que circunda a uretra e € o

local de ocorréncia da hiperplasia prostatica benigna (HPB) (FIGURA 2)
(COFFEY, 1992; WALSH,; WORTHINGTON, 1998).

ot
i VESICULA
{ SEMINAL
. DUCTO
EJACULATORIO
v” ‘)
;o

FIGURA 2. Divisao anatémica da glandula
prostatica, onde: CZ (zona central), PZ (zona

periférica), TZ (zona de transi¢ao)



1.2 — Mecanismos Gerais de Regulagcao da Préstata

A prostata é regulada, principalmente, por horménios sexuais
chamados andrégenos, que provém dos testiculos, sendo a testosterona o mais
importante deles. Apds ser liberada pelos testiculos, a testosterona circula pelo
sangue, entra nas células prostaticas por difusdo e é transformada, no citoplasma,
em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-alfa-redutase. A DHT se liga a seu
receptor especifico e € transportada ao nicleo celular, onde participa da
transcricdo de genes responsaveis pelo crescimento da glandula (COFFEY, 1992;
WALSH; WORTHINGTON, 1998).

A homeostase da glandula prostatica € mantida pelo balango entre
as agdes dos fatores que estimulam e dos que restringem o crescimento, e a falta
de controle entre esses mecanismos pode resultar em instabilidade genética com
alteragdes nos processos que regulam o crescimento (GRIFFITHS; MORTON,
1999).

Os fatores extrinsecos, como os hormdnios esterdides, modulam a
produgao e agdo de fatores intrinsecos, como os fatores de crescimento. Estes
podem agir favorecendo ou inibindo a proliferagédo celular por efeitos paracrinos
nos diferentes tipos de células adjacentes, de forma autécrina agindo no mesmo
tipo celuiar onde foi produzido ou por uma agéo intracrina intracelular, atuando
dentro da mesma célula de origem (WALSH, 1992; GRIFFTHS; MORTON, 1999).

1.3 — Anomalias Relacionadas a Prostata

Algumas doengas clinicamente importantes podem afetar a préstata
nos homens adultos‘, como as prostatites, a hiperplasia prostatica benigna e o
cancer de prostata. Estas apresentam grande significado clinico, ndo s6 por suas
conseqiiéncias, mas também pela freqiiéncia com que se manifestam (SRONGI;
CURY, 1998).

As prostatites abrangem quatro categorias de doengas que afligem a
prostata: tipo 1) Prostatite bacteriana aguda: quadros infecciosos de instalagéo

abrupta causados por bactérias intestinais, identificadas no exame de urina, que



respondem eficientemente ao tratamento com antibiéticos; tipo 1) Prostatite
bacteriana crénica: quadros infecciosos insidiosos e recorrentes, causados por
bactérias intestinais que séo isoladas no esperma, raramente na urina. As
manifestagbes clinicas sdo menos dramaticas que nos casos agudos e
respondem de forma completa ou parcial ao tratamento com antibiéticos; tipo 1)
Prostatite abacteriana: quadros que se manifestam com dor ou com sintomas
urinarios, nos quais nao sao encontradas bactérias na urina ou no esperma; tipo
V) Prostatite assintomatica: quadros de inflamagdo da prostata, sem
manifestagdes clinicas, que sdo descobertos porque os niveis do antigeno
prostatico especifico (PSA) elevam-se no sangue, na auséncia do cancer
(SROUGI, 2003).
O aumento prostatico, conhecido como Hiperplasia Prostatica
Benigna (HPB), é uma das principais doengas uroldgicas; atinge grande parcela
dos homens, podendo acometer até 90% daqueles com idade superior a 80 anos
(DAMIAQ: CARRERETE, 2003). Corresponde a um aumento do volume da
prostata, resultante do crescimentc das gléndulas periuretrais @ ndo de uma
simples hipertrofia (aumento do nimero de células) (LAPIDES, 1979; WALSH;
WORTHINGTON, 1998). O aumento da idade e a presenca de testiculos
funcionantes representam os determinantes mais importantes para o
desenvolvimento da HPB. Além disso, outros fatores como, por exemplo, raca,
obesidade, tabagismo, cirrosse hepatica, atividade sexual e hereditariedade tém
sido implicados com a doenga (CURY; NARDOZZA-JUNIOR, 2003). Como
conseqiiéncia do crescimento prostatico, ocorre um bloqueio do canal uretral,
causando no paciente certos transtornos urindarios, sob a forma de
enfraquecimento progressivo do jato urinario, gotejamento de urina apés cada
micgdo e aumento do ndmero de micgbes, principalmente durante a noite.
Felizmente, a maioria dos homens com HPB apresentam manifestagées discretas
que sdo bem toleradas, entre 256% e 40% apresentam queixas persistentes que
exigem algum tratamento e em apenas 10% torna-se necessaria uma intervenczo
cirdrgica (SROUGI, 2003).
O cancer de prostata (CaP), como varias outras formas de cancer, é uma
doenga multi-focal e multi-casual, correspondendo a uma alteragdo no balango

4
entre a proliferagdo e a morte celular. Durante os estagios iniciais do surgimento



“do cancer, as células respondem aos mesmos fatores regulatérios (horménio-
dependente), embora as taxas de proliferagéo celular sejam maiores do que as de
morte celular. A disfungdo no processo regulatério, associada a mutagdes
genéticas, reflete graus de respostas anormais dos fatores de crescimento,
gerando um processo que leva a formacgdo de clones autbnomos de células
malignas, com crescimento promovido por via autdcrina que passa a nio
responder ao controle androgénico (homénio-independente) (GRIFFFTHS:
MORTON, 1999).

Mais de 95% das neoplasias da préstata sdo representadas pelos
adenocarcinomas e o restante compreende casos de sarcoma, carcinoma
epidermodide e carcinoma de células transicionais. Os adenocarcinomas
localizam-se na zona periférica da glandula prostatica em cerca de 75% dos
casos, na zona transicional em aproximadamente 25% dos pacientes e na zona
central em menos de 5% dos casos (STAMEY; McNEAL, 1992; SROUGH, 1998;
BOSTWICK, 1999; JARMULOWICZ, 1999).

Na zona de transicdo desenvolvem-se canceres de maior potencial
maligno do que aqueles que surgem na zona periférica (BOSTWICK, 1999). A
organizagdo anatémica da glandula inclui um tecido fibromuscular entre a zona
central e a zona periférica, que de certo modo limita a expansao de carcinomas
da zona de transigdo para os feixes neurovasculares e ductos ejaculatérios, as
duas maiores rotas para a expansdo extraglandular (BOSTWICK, 1999;
JARMULOWICZ, 1999).

Tem sido sugerido que a atrofia inflamatéria da prostata (AIP) e a
neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) de alto grau sejam precursores para
muitos carcinomas prostaticos, por serem altamente frequentes nas prostatas
com adenocarcinoma e por apresentarem alteragbes genéticas em comum. Por
essas e outras caracteristicas, a NIP tem sido hipotetizada como uma doenca
precursora do CaP, entretanto, nenhuma evidéncia convincente tem mostrado ser
a AIP um precursor para a NIP de alto grau e/ou carcinogénese (BOSTWICK,
1999: JARMULOWICZ, 1999; DE MARZO et al., 2001).

Os pacientes com cancer de prostata apresentam sintomas
semelhantes aos da HPB (dificuldade de urinar, micgdo freqiiente ou urge;te,

fluxo interrompido ou fraco, hesitagdo, gotejamento), além de sangue na urina ou



no sémen, forte dor nas costas, na pelve, nos quadris ou nas coxas, eregdes
menos firmes ou impoténcia e, também, diminuigdo da quantidade de fluido
seminal ejaculado (WALSH, 1992, SROUGI; CURY, 1998, WALSH:
WORTHINGTON, 1998).

O antigeno prostatico especifico, uma glicoproteina de peso
molecular de 34 KDa que pertence a familia das calicreinas, é secretado no fluido
prostatico (COFFEEY, 1993) e elevagbes nos niveis séricos desse marcador s&o
amplamente utilizadas para o diagnéstico e monitoramento de pacientes com CaP
(MIKOLAJCZYK et al., 2004). Todavia, o PSA, apesar de indicar alteracées na
prostata, possui baixo valor preditivo, vez que ndo ¢ um marcador apenas para o
cancer, podendo seus niveis apresentarem-se elevados em prostatites e HPB
(DILLIOGLUGIL et al., 1997; CATALONA; SMITH, 1998; RIFFENBURGH:
AMLING, 2003; MIKOLAJCZYK et al., 2004).

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

A evolugdo dos pacientes com adenocarcinoma da prostata esta
intimamente relacionada com a extensao da neoplasia e, por isso, Whitmore, em
1956, introduziu um sistema de estadiamento com a finalidade de caracterizar a
extensao do tumor. Esta classificacéo dividia os tumores em 4 grupos: A, B, Ce D
e foi, posteriormente, modificada por Jewett, com a introdugéo de subgrupos A e
A, By e By, Cy e Cy, D1 e D2. Mais recentemente, a Unido Internacional Contra o
Cancer (UICC) prop0s a utilizagéo do Sistema TNM (Tumor-Node-Metastasis) em
adenocarcinoma da prostata, de modo a padronizar a classificagdo dos pacientes
com a doenga e permitir estudos comparativos mais precisos (STAMEY:
McNEAL, 1992, SROUGI, 1998).

O sistema de graduag&o histologico mais utilizado é o proposto por
Gleason (1996), que valoriza, principalmente, o padrao glandular e a relagéo entre
as glandulas e o estroma prostatico. Nesse sistema, os tumores sao classificados

em 5 graus, denominando-se grau 1 as lesbes mais diferenciadas e grau 5 as



mais indiferenciadas. Como os adenocarcinomas da prostata apresentam mais de
um padrao histoldgico, o diagnéstico final na escala de Gleason & dado pela soma
dos graus do padréo primario (predominante) e do padrdo secundario (segunda
maior area representada) (STAMEY; McNEAL, 1992; ISAACS, 1997; SROUGI,

1998).

1.4 — Aspectos Epidemiolégicos do Cancer de Prostata

Nas Gltimas décadas, o cancer de prostata tem emergido como uma
das doengas mais comuns entre os homens idosos. No Brasil e nos Estados
Unidos é o segundo mais comumente diagnosticado ap6s o cancer de pele néo
melanoma (GRIFFTHS; MORTON, 1999; CHANG et al, 2001; INTITUTO
NACIONAL DO CANCER, INCA, 2004). Outrossim, é a segunda causa de morte
em homens (COFFEY, 1993; ALBRIGHT; EELES, 1995; GIMBA; BARCINSKI,
2003) depois do cancer de pulm&o (GRIFFITHS; MORTON, 1999; WEIR et al.,
2003).

O sudeste do Brasil apresenta a maior incidéncia desse tipo de
tumor, sendo que em Minas Gerais ele ocupa o segundo lugar em casos
diagnosticados e o terceiro em nimero de Obitos (INCA, 2004).

A incidéncia do cancer de prostata aumenta com a idade, mais do
que em diversos outros tipos de canceres (COFFEY, 1993; ISAACS, 1997; CHAN
et al., 1998; INCA 2004). Enquanto sua incidéncia para homens entre 45 e 49
anos de idade é de sete novos casos /100 mil homens /ano, para aqueles com
mais de 80 anos, o namero e de 1200/ 100 mil homens/ ano (BENDHACK:
SOBREIRO, 2003).

O nuimero de 6bitos por CaP na Alemanha é de 9 mil /ano (para uma
populagio de 80 milhdes de habitantes). Este nimero aumentou 16% se
comparado com a mortalidade pela mesma doenga, em 1976. No Brasil, este
ntmero, atualmente, &€ de 8.200 /ano. Devido a n&o notificagdo compulséria em
nosso pais, este pode ser subestimado e o numero real seria aproximadamente

de 18 mil dbitos /ano. Impende ressaltar que apenas um terco dos homens com
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CaP morre especificamente devido ao seu tumor (BENDHACK; SOBREIRO,
2003).

A incidéncia varia de acordo com a raga e localizagdo geografica. Os
paises escandinavos e o Canada apresentam a maior incidéncia mundial do
cancer de prostata, ao passo que nos paises orientais a freqiiéncia é até 25 vezes
menor (a incidéncia na China é de 0,8 / 100 mil e nos EUA é de 100 / 100 mil)
(HERING, 2003).

Segundo as estatisticas americanas, a incidéncia em negros é maior
que em brancos (proporgdo 2:1). De acordo com Thomas e colaboradores (2002
apud HERING, 2003, p. 423), quanto & incidéncia de CaP em homens mais
jovens, os negros tém 60% mais que os homens brancos. Esse tipo de cancer
manifesta-se também de forma mais agressiva em negros, cuja chance de morrer

pelo mal é o dobro da observada em brancos (SROUGI, 1998)..

1.5 — Fatores de Risco

O cancer de prostata € uma doenca multifatorial, com componentes
genéticos e ambientais envolvidos em sua etiologia (NWOSU et al., 2001).
Dentre os fatores de risco mais amplamente associados ao CaP estio a idade, a
etnia e a histoéria familiar da doenga (PIENTA; ESPER, 1993; ALLEN et al., 2004).
No entanto, um grande progresso tem sido observado no que concerne as
descobertas que relacionam fatores nutricionais e hormonais ao cancer de
prostata (CHAN et al., 1998).

A idade é um forte fator de risco para o CaP. Sabe-se que homens
americanos com idade entre 75-79 anos tém cerca de 130 vezes mais risco de
desenvolver a doenga do que os homens com idade entre 45-49 anos (CHAN et
al., 1998). Numerosas alteragées geneticas tém sido demonstradas em tecidos
com cancer prostatico, sugerindo que danos cumulativos no DNA com a idade,
podem parcialmente explicar essa tendéncia (CHAN et al., 1998).

A raca também €& um fator de risco bem estabelecido para a

incidéncia e mortalidade desse tipo de cancer. Afro-americanos apresentam um
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risco 60% maior de desenvolver o CaP e uma mortalidade duas vezes maior que
a populagéo caucasiana da mesma idade (MACHADO; CINTRA, 2003).

Paises como o Japéo e a China apresentam as menores taxas de
incidéncia de cancer de prostata (GIOVANNUCCI, 1995). Ja quando a incidéncia
é estudada em populagbes de imigrantes que normalmente ndo apresentariam
uma incidéncia significativa do problema, observa-se um aumento substancial no
nimero de casos, favorecendo, talvez, o maior argumento a favor do papel das
influéncias do ambiente na manifestacao da doenga (MACHADO; CINTRA, 2003).

Allen e colaboradores (2004) sugerem que a “ocidentalizacdo”, ou
seja, a adogéo do estilo de vida ocidental, principalmente no que se refere a uma
dieta rica em gordura saturada proveniente da carne animal, pode ser um fator
importante no desenvolvimento do cancer de prostata. Com efeito contrario, um
trio de substancias antioxidantes tem sido correlacionado a diminuicéo dos riscos:
selénio, vitamina E e licopeno (MACHADO; CINTRA, 2003).

Homens que tém parentes em primeiro grau (pai, irm&o ou filho) com
cancer de prostata apresentam um risco de desenvolvé-lo trés vezes maior. O
risco ainda aumenta se a idade de aparecimento da doenca for precoce e se o
acometimento familiar for maltiplo (CARTER et al., 1992; MACHADO; CINTRA,
2003). A penetrancia dos genes do cancer de prostata familiar nao € conhecida,
mas é possivel que eles se relacionem em apenas 10% dos casos (MACHADO:
CINTRA, 2003).

Estudos também tém relacionado questdes sociais ao
desenvolvimento do cancer de prostata. Steenland e colaboradores (2004)
correlacionaram o nivel educacional de parte da populacido de 21 estados norte-
americanos a incidéncia e mortalidade do CaP e concluiram que um nivel de
escolaridade mais elevado esta diretamente associado a uma incidéncia
aumentada de tumores localizados, em parte devido ao maior uso do
monitoramento feito por meio da dosagem do PSA. A mortalidade é duas vezes

maior entre os individuos com menor nivel de escolaridade.
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2 - A BIOLOGIA MOLECULAR NO ESTUDO DO CANCER

O céncer é uma doenga originada por aberragbes genéticas que
inativam genes supressores de tumor e ativam proto-oncogenes (PORKKA;
VISAKORPI, 2004). Essas alteragbes desorganizam a homeostase tissular, ou
por aumento desgovernado da divisédo celular, ou pela diminUigéo da apoptose,
causando o aparecimento dos tumores(GATTAS, 2003). A maioria das mutacées
é adquirida ao longo do desenvolvimento do tumor, sendo assim consideradas
mecanismos da tumorigénese. Contudo, algumas podem ser herdadas,
resultando em predisposi¢ao ao cancer (PORKKA; VISAKORPI, 2004).

Por muito tempo atribuiu-se a origem do tumor prostatico como
determinada apenas pela estimulacdo hormonal da testosterona, porém,
atualmente se sabe que o desenvolvimento tumoral é também regido
geneticamente, sendo em 10% dos casos por transmissao hereditaria e os
demais por alteragdes genéticas esporadicas (GATTAS, 2003).

O aparecimento do CaP esporadico, como a maioria dos tumores
sélidos, surge do actumulo de alteragbes genéticas ocorridas ao longo da vida,
que podem afetar a expresséo de genes reguladores do equilibrio celular dos
tecidos, predispondo ao aparecimento de neoplasias (GATTAS, 2003).

Muitos esforgos tém sido destinados ao melhor entendimento dos
complexos mecanismos moleculares envolvidos na oncogénese e progressdo do
CaP (GIMBA; BARCINSKI, 2003). Os meétodos que tém sido usados para
caracterizar as aberragdes genéticas encontradas nessa doenga neoplasica
incluem estudos familiares designados a mapear loci hereditarios, estudos
cromossomais para a identificagdo de anomalias que possam localizar oncogenes
ou supressores de tumor e intensos estudos de expressé&o génica (LI; NELSON,
2001; KARAN et al., 2003).

Esses estudos elucidam muitas vias de sinalizagdo celulares que
podem influenciar no processo da carcinogénse. O uso dos avangos
biotecnolégicos, como, por exemplo, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), o
sequenciamento automatizado do DNA, os microarrays e diversas outras

técnicas, permitem um estudo sistematizado e detalhado da biologia e patologia

do CaP (GIMBA; BARCINSKI, 2003).
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A busca extensiva por novos marcadores moleculares para o
diagnostico e monitoramento do cancer de prostata também se deve ao fato de
que o uso do PSA, marcador sérico mais amplamente utilizado para tal, vem
apresentando limitacées (STAMEY et al., 2004; MIKOLAJCZYK et al., 2004),
gerando, em muitos casos, resultados falsos negativos e falsos positivos (GIMBA;
BARCINSKI, 2003). Como marcador pos-cirurgico, no entanto, o uso do PSA é de
grande importancia, sendo seu nivel sérico diretamente relacionado a progressé&o
elou regressao do CaP, embora ndo possa predizer o potencial metastatico do
tumor (GIMBA; BARCINSKI, 2003; STAMEY et al., 2004).

Varios polimorfismos tém sido identificados, alguns dos quais estao
associados a um elevado risco para o CaP (PORKKA; VISAKORPI, 2004). A
seguir serdao apresentadas algumas das alteragGes genéticas ja descritas e que
comprovadamente exercem importantes papéis na carcinogénse prostatica.

Diversas analises tém identificado provaveis genes de
susceptibilidade ao cancer de prostata em determinados loci cromossdmicos, tais
como: 1p36 (CABP) (GIBBS et al., 1999), 1q24-g25 (HPCT) (SMITH et al., 1896),
1q42.4-q43 (PCAP) (BERTHON et al., 1998), 8p22-23 (XU et al., 2001), 16q23
(SUAREZ et al., 2000), 17p12-p13 (TAVTIGIAN et al.,, 2001), 19913 (WITTE et
al., 2000), 20q13 (HPC20) (BERRY et al., 2000) e Xq27 (XU et al., 1998).

Alteragcdes genéticas, como as repeticbes polimorficas e as
mutacdes no gene do receptor de andrégenos (AR) e também as variantes do
gene SRD5A2 que codifica para a enzima Sa-redutase tipo 2, estdo associadas
ao desenvolvimento e progressao do CaP (TSUKAMOTO et al., 1998; ZACCHEO
et al., 1998; MAKRIDAKIS et a., 1999; CASELLA et al., 2001).

O gene supressor de tumor PTEN esta localizado na regido 10923,
regido onde freqiientemente séo detectadas delecoes em tecido prostaticos
tumorais por analises citogenéticas e sitios de perda de heterozigosidade LOH
(DE MARZO et al., 2003).

De acordo com a maioria dos estudos, mutagbes no gene TP53
(supressor de tumor mais freqientemente mutado nos canceres humanos) sdo
raras em tumores prostaticos iniciais e localizados, porém, nos carcinomas

avancados (metastaticos e/ou hormonio refratarios) as mutagdes nesse gene
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aparecem em cerca de 20-40% dos casos (VISAKORPI et al., 1992; BOOKSTEIN
et al., 1993, NAVONE et al., 1993).

Uma diminuig@o na expresséo do gene da E-caderina (CDH1), que é
uma proteina relacionada a adeséo celular localizado na posigdo 1622, tem sido
detectada especialmente em carcinomas prostaticos pouco diferenciados
(UMBAS et al., 1992).

Estudos tém demonstrado uma expressao aumentada em diversos
genes na neoplasia intraepitelial € no cancer de préstata comparado a tecidos
normais e hiperplasicos, incluindo a colagenase tipo IV (enzima proteolitica que
induz a fragmentagao do estroma durante a invasao), da oncoproteina supressora
da apoptose (bcl-2), do fator de crescimento epidermal (EGF), do fator o de
transformagdo do crescimento (TGF-o) (BOSTWICK, 1999), do fator 1 de
transformacéo do crescimento (TGF-B1) (STEINER et al., 1994; SHARIAT et al,,
012004), do DD3 — RNA nao codificante (BUSSEMAKERS et al. 1999) e da
calicreina glandular humana (hGK-1) (SHINOHARA et al. 1994).

2.1 — Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A tecnologia da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction) foi concebida por Kary Mullis em meados da década
de 80 (SAIKI et al., 1985; INNIS; MULLIS; FALOONA, 1987; GELFAND, 1990) e
desde entdo revolucionou toda a genética.

A PCR é uma técnica poderosa que envolve a sintese enzimatica in
vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA (Acido
Desoxirribonucléico) na presenga da enzima DNA polimerase. Esta metodologia
se baseia na hibridacdo e extensdo enzimatica de um par de oligonucieotideos
(pequenas moléculas de DNA de fita simples), utilizados como iniciadores
(primers) que delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificacéo.
Estes primers sdo sintetizados artificialmente, de maneira que suas seqiiéncias
de nucleotideos sejam complementares as seqiiéncias especificas que limitam a
regido alvo (MULLIS; FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1985).
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Cada ciclo da PCR envolve 3 passos: desnaturagéo, hibridacao e
extensdo. A fita dupla do DNA molde é inicialmente desnaturada através da
elevacéo da temperatura para 92 a 95°C. Na etapa de hibridagao, a temperatura é
rapidamente reduzida para 35 a 60°C, dependendo essencialmente do tamanho e
da seqiténcia do primer utilizado, permitindo a hibridizagcdo DNA — DNA de cada
primer com as seqiléncias complementares que “flanqueiam” a regiao alvo. Em
seguida, a temperatura é elevada para 72°C para que a enzima DNA polimerase
realize a extenséo a partir de cada porgéo 3’ terminal dos primers. Essa extensé&o
envolve a adigao de nucleotideos, utilizando como molde a seqiiéncia alvo, de
modo que uma copia desta sequenCIa seja produzida no processo (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998). Varios ciclos repetidos permitem a amplificagso do

fragmento, cujo tamanho é limitado pelos primers (por¢cao &) (WHITE et al.,

1989).
O passo decisivo para a expansao da técnica de PCR ocorreu

quando Saiki e colaboradores (1988) isolaram uma DNA polimerase (Taq
polimerase) da bactéria Thermus aquaticus que vive em fontes térmicas e

polimerisa a 72°C, conseguindo manter a atividade por alguns minutos a 95°C

(MULLIS; FALOONA, 1987; SAIKl et al., 1985).
As condigbes iniciais para amplificagéo, tais como: concentragées

de MgCl, Tag DNA polimerase e dos primers, além da temperatura de hibridagao,
devem ser definidas para cada par de primers a ser utilizado (PASSAGLIA; ZAHA,

1996).

2.2 — Amplification Refractory Mutation System (PCR-ARMS)

A PCR-ARMS é uma técnica inovadora, descrita por Newton e
colaboradores em 1989, que permite a investigagao de qualquer polimorfismo que
seja uma mutagdo de ponto. O método consiste em duas reagdes de amplificagio
separadas e simultaneas, nas quais os primers ou iniciadores utilizados s&o alelo-

especificos; sendo o nucleotideo 3’ terminal a Unica diferenga entre eles.
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O primer sintetizado para a forma “normal” do alelo é refratario a
amplificagdo pela PCR no DNA molde contendo a mutagéo e, por sua vez, o

primer sintetizado para o alelo “mutante” é refratario &8 PCR no DNA “normal”

(NEWTON et al., 1989).
A PCR-ARMS tem sido utilizada com sucesso em varios trabalhos

(USICHENKO et al., 1998; PERREY et al, 1999; ARKURIGHT et al., 2000-
GEWALTIG et al., 2002; MONTANARO; ARCIOLA, 2002; WETTON et al., 2002)

mostrando ser uma técnica simples, rapida, sensivel e, principalmente, segura

2.3 - Transcrigdo Reversa (RT)

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

Atualmente, € uma das técnicas mais utilizadas para a investigacéo
da expresséo génica nos laboratérios de Biologia Molecular. A razdo para tal é
que outras técnicas para estudos de expressao, como o northem blot, ensaios de
protecdo com a enzima nuclease S1 ou hibridizacdo in sifu nao apresentam a
mesma sensibilidade da RT-PCR, que permite detectar a atividade de genes

especificos em amostras pequenas de tecido ou em até uma Unica célula

(REGITANO; COUTINHO, 2001).

2.4 — RT PCR Semi-quantitativa

O uso seqiencial da transcrigao reversa e da reagdo em cadeia da

polimerase (RT-PCR) tem permitido avangos nas pesquisas em biologia

molecular, por apresentar uma alta sensibilidade e ser uma técnica rapida para o
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estudo da expressao génica (FAVRE et al., 1997; SANTAGATI et al., 1997: CHEN
et al., 1999; PERNAS-ALONSO et al., 1999; SEAH; ROOK, 1999; DUMOULIN et
al.,, 2000).

A RT-PCR semi-quantitativa, desenvolvida por Chelly e
colaboradores (1988), é uma metodologia rapida e eficaz para estimar
quantidades relativas da expressao génica em populagbes de RNAs mensageiros,
utilizando-se um gene constitutivo como controle interno da reagdo para
normalizar os niveis de expressdo do gene de interesse e, outrossim, para
monitorar a extensdo da degradagéo nas amostras de RNA, caracterizando a
qualidade do mesmo (FAVRE et al., 1997, SANTAGATI et al., 1997; CHEN et al.,
1999; PERNAS-ALONSO et al., 1999; SEAH; ROOK, 1999; DUMOULIN et al.,
2000; REGITANO, COUTINHO, 2001).

A metodologia da PCR semi-quantitativa requer que sejam
determinados previamente as condigbes de PCR (concentragdo de cDNA e
nimero de ciclos) que garantem que os dados a serem obtidos estejam dentro da
fase exponencial de amplificagdo de cada gene, pois ao atingir o plats, a
eficiéncia da PCR diminui e as concentragdes relativas dos produtos controle e de
interesse comegam a se igualar (FAVRE et al., 1997; SANTAGATI et al., 1997;
CHEN et al, 1999; PERNAS-ALONSO et al, 1999; SEAH; ROOK, 1999;
DUMOULIN et al., 2000; REGITANO, COUTINHO, 2001).

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

A técnica de RT-PCR tem mostrado ser uma metodologia sensivel

para detecgdo de doenca residual minima em diversos tipos de células

(GHOSSEIN et al., 1995).
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3 - FATORES B DE TRANSFORMAGAO DO CRESCIMENTO (TGF-8s)

3.1 - Os ligantes TGF- Bs

Os Fatores B de Transformagao do Crescimento (TGF-Bs) compéem
uma grande familia de citocinas estruturalmente semelhantes, a qual também
inclui as ativinas e as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) (MASSAGUE,
1998). Os membros da superfamilia TGF- B regulam uma enorme quantidade de
funcées celulares, incluindo o controle da proliferacéo, diferenciacao, migracao,
réspostas imunes, angiogénese e apoptose em muitos tipos diferentes de
Células(THOMPSON et al., 1992; ROBERTS; SPORN, 1993; TRUONG et al.,
1993).

Praticamente todas as células do organismo produzem tanto os
TGF-Bs quanto seus receptores cognatos (MASSAGUE, 1998). Existém tr
isoformas de TGF- Bs: TGF-B1, TGF-32 e TGF-83 (DERYNCK et al., 2001). Cada
isoforma é codificada por um gene distinto e & expressa de maneira tecido-
especifica. As seqiiéncias de aminoacidos das trés isoformas tém cerca de 70 a
80% de identidade. O TGF-B1é expresso em células do tecido endotelial,
hematopoiético e conectivo; o TGF-B2 em células epiteliais e neuronais e o TGF-
B3 primariamente em células mesenquimais (MASSAGUE, 1998).

Os Fatores B de Transformaado do Crescimento desempenham um
importante papel na regulagéo do ciclo celular e tém a capacidade de interrompé-
lo na fase G1 (MOSES et al., 1990), inibindo, conseqiientemente, o crescimento
de varios tipos de epitélio (BLOBE et al., 2000; WIKSTROM et al., 2001). Porém,
a acdo completa dos TGF-Bs é evidentemente complexa e depende de outros
fatores, como o ambiente hormonal, a fungdo dos receptores (PIEK et al.,, 1997) e
suas interagbes com outros fatores de crescimento, tais como: EGF, FGF, PDGF
e TGFo (MORTON; BARRACK, 1995; STORY et al., 1996; PEEHL; SELLERS,
1998;).

Numerosos estudos tém demonstrado que TGF-Bs podem ser
detectados em amostras de uma grande variedade de tipos tumorais. Em geral,
tecidos tumorais parecem expressar maiores niveis de TGF-B que os

correspondentes tecidos normais. A associacéo dos TGF-Bs com o cancer é mais
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forte nos estagios mais avangados da progressio tumoral, e a superexpressao
tem um impacto negativo no prognéstico (REISS, 1999). A secrecdo aumentada
de TGF-B enfraquece o sistema imune e pode exacerbar o fenétipo maligno das
células tumorais, contribuindo para a invasdo do tumor e metastase (PASCHE,
2001).

Na prostata humana, todas as 3 isoformas TGF-Bs foram
identificadas e estdo implicadas em doengas prostaticas relacionadas a idade,
como o cancer de prostata e a a hiperplasia benigna (UNTERGASSER et al.,
2003). A atuagado regulatéria autdbcrina e paracrina exercida pelos TGF-Bs
desempenha importante papel no crescimento e desenvolvimento prostatico
(BARRACK, 1997; LEE et al., 1999; WIKSTROM et al., 2000). As células tumorais
freqlientemente perdem seus receptores TGF-B e adquirem resisténcia aos
efeitos anti-proliferativos e pré-apoptdticos da citocina (WIKSTROM et al., 2000).
Na prostata normal, TGF-B1 e B3 sdo produzidos principalmente no
compartimento de células basais (DJONOV et al., 1997; CARDILLO et al., 2000) e
é sabido que eles induzem a diferenciagéo, inibem a proliferagdo celular epitelial
(SUTKOWSKI et al., 1992; ROBSON et al., 1999) e promovem a apoptose de
células degeneradas do limen (DANIELPOUR, 1999). Além disso, as células
epiteliais secretam TGF-B1 e B2 em suas maiores concentragdes no fluido
seminal, fornecendo, assim, potentes fatores imunossupressivos para o sistema
reprodutor feminino e protegendo o esperma confra imunorrespostas do
organismo feminino (NOCERA; CHU, 1995).

3.2 —- Os receptores TGF- s

Cada molécula TGF-B € sintetizada como parte de uma grande
molécula precursora, consistindo de uma regido pré-peptidica (peptideo sinal),
além do TGF-B. Apds a sua sintese, a maior parte é estocada na matriz
extracelular como um complexo de alto peso molecular formado pelo TGF-B, o
pré-peptideo e uma proteina chamada Proteina Latente de Ligagdo ac TGF-8
(LTBP). Existem quatro diferentes LTBPs, cada uma codificada por um gene
distinto e expressas de forma tecido especifica (SINHA et al, 1998). Esse
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complexo latente & incapaz de ligar-se aos receptores TGF-8 (MIYAZONO et al.,
1988). O TGF-B latente precisa ser ativado para liberar a proteina TGF -B bioativa,
a qual se liga aos receptores e desencadeia a resposta (SCHULTZ-CHERRY et
al., 1995;: CRAWFORD et al., 1998).

A ativagdo do TGF-f latente2 qua se sempre mediada pela
Trombospondina 1, uma glicoproteina secretada pela maioria das células e
incorporada dentro da matriz extracelular (SCHULTZ-CHERRY et al., 1995:
CRAWFORD et al., 1998). Todavia, outros mecanismos podem regular essa
ativacao sob diferentes contextos fisiologicos, incluindo os efeitos da Plasmina
(HELDIN et al, 1997) e das Metaloproteases MMP-9 e MMP-2 (YU;
STAMENKOVIC, 2000), as quais s&o freqientemente expressas em células
malignas, especialmente em sitios de invasdo tumoral (STAMENKOVIC, 2000;
STETLER-STEVENSON; YU, 2001) e também da Integrina alfa V beta 6, a qual é
expressa na superficie das células epiteliais em resposta a inflamagao (MUNGER
et al., 1999).

Os sinais intracelulares de todos os membros da supeifamilia de
proteinas TGF- Bs séo transmitidos por um Unico mecanismo que envolve pares
ligante-especificos de receptores transmembrana serina-treonina quinase,
chamados Receptores TGF- B tipo | e tipo Il (TBR-I e TBR-Il respectivamente)
(MASSAGUE; WEIS-GARCIA, 1996; DERYNCK; FENG, 1997; HELDIN et al.,
1997; DERYNCK et al., 2001; SHARIAT et al. 2004).

Esses receptores contém um dominio de ligagdo ao ligante
extracelular, o dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico serina-
treonina quinase. Embora apenas um tipo de receptor | para os TGFBs (TRR-II)
esteja presente nos mamiferos, existem trés receptores tipo |, chamados
Receptores ativinas semelhantes a quinase (ALK1, ALK2 e ALKS5 ou TBR-l) (OH
et al., 2000; DERYNCK et al., 2001).

O ligante livre se liga primariamente ao TBR-ll, constitutivamente
ativo (SHARIAT et al., 2004). Uma vez ligado ao receptor tipo Il, TBR-I é recrutado
para dentro em um complexo ternario, tipicamente em uma configuracao
heterotetramérica com duas moléculas TBR-ll e duas TBR-I (HART et al., 2002). A
formacéo desse complexo ternario permite que a quinase TBR-I! fosforile residuos

especificos de serina localizados dentro do dominio GS (altamente conservado)
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do TBR-l (SAITOH et al, 1996; MIYAZONO et al., 2003). Essa ativacao do
receptor quinase TBR-1 € o primeiro passo necessario na transducéo do sinal.
Assim, a molécula TBR-l é o transmissor primario do sinal
antiproliferativo dos TGF-Bs (MASSAGUE, 1996). Além do mais, dois residuos
especificos de aminoacidos (serina na posi¢éo 172 e treonina na posigédo 176)
dentro do dominio transmembrana do TRR-l sdo particularmente importantes,
pois uma mutagdo em qualquer um desses aminoécidos elimina o efeito do TGF-8

no controle do ciclo celular (SAITOH et al., 1996).

3.3 - A Sinalizagéo Intracelular e as Proteinas Smads

Os eventos poés-receptores na via de sinalizagdo do TGF-B sio
primariamente mediados e regulados por homoélogos da proteina Drosophila
mother-against-dpp (Mad), chamadas Smads (DERYNCK; ZHANG, 1996,
MACIAS-SILVA et al., 1996; HAYASHI! et al., 1997, DERYNCK et al., 1998).

As proteinas Smads formam uma familia de fatores de transcricdo
encontradas em vertebrados, insetos e nematodos (HELDIN et al., 1997). Elas
tém uma demonstrada habilidade de propagar sinais do complexo receptor
ativado para o nticleo (MASSAGUE, 1998).

As proteinas Smads podem ser classificadas em trés subtipos:; R-
Smads (reguladas pelo receptor), Co-Smadas (comuns) e I-Smads (inibitorias).
Dos oito tipos de diferentes proteinas Smad encontradas em mamiferos, a Smad
2 e a Smad 3 atuam como R-Smads na via de sinalizagdo do TGF-B e aSmad 6 e
Smad 7 como I-Smads, sendo a Smad4 a unica Co-Smad (DERYNCK et al.,
2001: MIYAZONO et al., 2003). As regides N e C-terminais dessas proteinas sao
muito conservadas e sdo chamadas dominios MH1 e MH2, respectivamente
(MIYAZONO et al., 2003).

As R-Smads estdo ancoradas & membrana plasmatica por varias
moléculas (MIYAZONO et al., 2003), mas, principalmente, pela Ancora Smad para
Ativagdo do Receptor (SARA) (TSUKAZAKI et al., 1998). A SARA, ligada
preferencialmente pelo dominio MH2 a membrana plasmatica, forma um dimero
nas células e ancora duas moléculas Smads (uma Smad 2 e uma Smad 3) (QIN
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et al., 2002); evento importante para uma eficiente ativagdo das R-Smads peios

complexos heterotetraméricos formados pelos receptores TBR-Il e TRR-I

(MIYAZONO et al., 2003).
A quinase TBR-| ativada fosforila os dois tltimos residuos de serina

no motivo Ser-Ser-X-Ser C-terminal das R-Smads (KRETZSCHMAR et al., 1997;
MIYAZONO et al., 2003). Uma vez ativadas, as Smads 2 e 3 se ligam ao
mediador comum Smad 4, formando complexos heterotriméricos compostos por 2
moléculas R-Smads e 1 Co-Smad (QIN et al., 2001; DERYNCK et al.; 2001), que
em seguida translocam-se para 0O nacleo celular e atuam como ativadores
transcricionais TGF-B — induzidos de determinados genes (MACIAS-SILVA et al.,
1996; ZHANG et al., 1997). A formagdo do complexo entre as Smads 2,3 e 4 é
necessaria para uma transdugao eficiente do sinal TGF-B (NAKAO et al., 19973a).
Em contraste, a |-Smad 7 pode interagir com o TBR-l ativado,
impedindo competitivamente a associagao, fosforilagéo e ativagdo das R-Smads
(HAYASHI et al., 1997; NAKAO et al., 1997b, DERYNCK et al., 2001; HANYU et
al., 2001). Sua expressao é induzida sob estimulagéo do TGF- (NAKAO et al.,
1997b), o que caracteriza um controle por feedback negativo (DERYNCK et al.,
2001). Sendo assim, as Smads s&o consideradas primariamente como ativadoras
da transcricao (DERYNCK et al., 1998; PIEK et al., 1999; ITOH et al, 2000;
MASSAGUE, 2000; MASSAGUE et al, 2000), contudo, elas também estio
envolvidas na represséo da transcrigdo mediada pelo TGF-B (ZHANG et al., 1998:

HAYES, 2001).

3.4 — Aspectos Intranucleares da Sinalizagao

Os sinais de localizagdo nuclear (NLSs) no dominio MH1 das R-
Smads desempenham um papel central na translocagido das Smads para dentro
do nucleo (WATANABE et al., 2000; KURISAKI et al., 2001; XIAO et al., 2001)

No nucleo, o complexo R-Smad/Co-Smad interage com varios
fatores de transcrigdo, co-ativadores e co-repressores transcricionais, resultando

na transdugdo de uma grande variedade de sinais intracelulares (MIYAZONO et



al., 2000). O complexo se liga ao DNA em seqiiéncias especificas, os elementos
de ligagio & Smad (SBEs) (ZAWEL et al., 1998), embora com afinidade
relativamente baixa. Assim, as Smads e outros fatores de transcri¢do regulam

cooperativamente a transcricdo de genes alvos através da ligagdo a seus

promotores (MIYAZONO et al., 2003).
Uma ampla variedade de atividades biolégicas do TGF-B pode

resultar da habiiidade das proteinas Smads de interagir com vérios fatores de
transcricao (MIYAZONO et al., 2000; MIYAZAWA et al., 2002). Mais de 30 fatores
transcricionais diferentes, incluindo FAST1 (DERYNCK et al., 1998), C-Jun
(ZHANG et al., 1998; LIBERATI, 1999; QUING et al., 2000), TFE3 (HUA et al.,
1998, 1999), Sp1 (MIYAZONO et al, 2003), receptor de vitamina D3
(YANAGISAWA, 1999), glicacorticides (SONG et al., 1999) e receptor de
androgenos (KANG, 2001, HAYES, 2001) tém sido relatados como cooperadores
das proteinas Smads. Por selegéo desses fatores de transcrigdo como par, as

Smads podem desencadear efeitos biologicos especificos nas células alvo

(MIYAZONO et al., 2003).

4 - TGF-B1 e o Cancer

Das trés isoformas TGF-Bs, o TGF-B1é mais freqilentemente
superexpresso em células tumorais (DERYNCK et al., 1987; EWART et al., 2004)
e desempenha um papel central na transformacgéo e progressao tumoral, tanto
quanto na repressao do tumor (DERYNCK et al., 1987; JASANI et al., 1990; KIM
et al., 1990; JAKOWLEY et al., 1995; ITO et al.,, 1991, MOORADIAN et al., 1992:
NORGAARD et al., 1994); sendo o foco principal da maioria dos estudos sobre o
papel dos fatores de crescimento na tumorigénese (DERYNCK et al., 2001).

Numerosos estudos tém demonstrado que o TGF-B1 pode ser
detectado em amostras de tecido de uma grande variedade de tumores (REISS,
1999). Niveis plasmaticos elevados do TGF-B1 também tém sido observados em
pacientes com carcinoma hepatocelular (SHIRAI et al., 1992), carcinoma
prostatico (IVANOVIC et al., 1995; PERRY et al., 1997, WOLFF et al., 1999;
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SHARIAT et al., 2004), cancer de mama (KONG et al., 1995) e aterosclerose
(GRAINGER et al., 1995).

Segundo Merz (1994), Steiner (1994), Cardillo (2000) e
colaboradores, os niveis de RNAm do TGF-81 s&o significativamente maiores em
amostras de adenocarcinoma da prostata do que em casos de neoplasia
intraepitelial prostatica ou hiperplasia benigna. Num ensaio imunohistoquimico,
Eklov et al. (1993) demonstraram que o TGF-B1 esta presente tanto no estroma
quanto no epitélio, em casos de tumores invasivos da préstata. Blanchere e
colaboradores (2002), em diferentes linhagens celulares prostaticas, detectaram
que as linhagens tumorais andrégeno-independentes, PC3 e DU145, expressam
niveis de RNAm quatro vezes maiores do que as células pré-neoplasticas PNT2;
enquanto que a expressdo na linhagem andrégeno-dependente LNCaP foi

indetectavel.

4.1 - O duplo papel do TGF-§1 na tumorigénese

O TGF-B1 pode desempenhar dois diferentes e opostos papéis no
processo de progresséo maligna (REISS, 1999; KANG et al., 2001). Durante os
estagios iniciais da carcinogénese, o TGF-B1 inibe o crescimento do epitélio
normal e de células endoteliais (MASSAGUE, 1990); media uma potente inducéo
transcricional dos dois principais inibidores do ciclo celular, P15NK8 o pp4CIPT
(ATTISANO et al., 1994 HANNON; BEACH, 1994; DATTO et al., 1995; LI et al.,
1995), e pode ainda mediar as agbes de agentes quimiopreventivos como
retindides (REISS, 1999). Dadas estas habilidades primarias do TGF-B1, a
ativagdo desta citocina no microambiente tumoral pode representar um outro
mecanismo usado no confra-ataque a expansao clonal de células estimuladas
mitogenicamente, -além da inducdo das mesmas & senescéncia ou apoptose.
Sendo assim, estas ceélulas devem superar os efeitos inibitérios do TGF-B1 na
proliferagéo celular para progredir na malignidade. Neste contexto, o TGF-B1
pode legitimamente ser visto como um supressor de tumor (SPORN et al, 1989:
MARKOWITZ; ROBERTS, 1996; ALEXNADROW, MOSES, 1997; HANAHAN:

WEINBERG, 2000).
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Porém, em certo ponto durante o desenvolvimento e progressao de
tumores malignos, as células tumorais tornam-se refratarias ao crescimento TGF-
B dependente, sendo fontes primarias do TGF-B1 bioativo (REISS, 1999). Em
muitos casos, essa resisténcia aos efeitos anti-proliferativos e pré-apoptéticos da
citocina é conseqiiéncia da perda ou inativagdo por mutagdes de genes que
codificam intermediérios da sua via de sinalizagdo (MOUSTAKAS et al., 2002).
Esses incluem tanto os receptores tipos | e Il, quanto as proteinas Smads. O
exato estagio do desenvolvimento ou progress&o tumoral, no qual os clones TGF-
B-resistentes vém a dominar a populagéo de células tumorais em diferentes tipos
de neoplasias, permanece sem definicao (REISS, 1999).

Varios mecanismos diferentes tém sido propostos para explicar
como a presenga do TGF-B1 ativado favorece seletivamente a expanséo clonal de
populagdes de células malignas. TGF-B1 derivado de células tumorais pode
facilitar a invasdo e metastase, induzir a angiogénese ou mediar a fuga do
monitoramento feito pelo sistema imunologico (REISS, 1999).

A metastase tumoral depende de varios fatores, incluindo a
habilidade das células de invadir o estroma e migrar para os vasos sanguineos e
linfaticos (DERYNCK et al., 2001). O TGF-f1 esta envolvido na transdiferenciagéo
epitelial/mesenquimal (EMT), a qual e caracterizada por multiplas alteragoes
celulares, incluindo extensivas mudangas na expressdo de moléculas de adesao
celular e por uma troca de um citoesqueleto essencialmente queratinoso, por um
composto predominantemente de vimentina (DERYNCK et al, 2001). Essa
capacidade de células epiteliais ou carcinogénicas de passar pela EMT esta
correlacionada com as mudangas celulares que facilitam a invaséo e metastase in
vivo (UNTERGASSER et al., 2003).

A microvascularizagdo do tumor também é essencial para seu
crescimento e invasdo, ja que os vasos fornecem nutrientes e oxigénio as células
tumorais, permitindo sua disseminag@o no sistema sanguineo, o que leva a
metastase. O TGF-1 atua como um potente indutor da angiogénese em varios
ensaios (ROBERTS et al., 1986; MADRI et al., 1988; YANG; MOSES, 1990:
GAJDUSEK et al., 1993, CHOI, BALLERMANN, 1995), e modelos com ratos
defeituosos em componentes da sua via de sinalizacdo demonstram a
importancia do TGF-B1 no desenvolvimento vascular normal (DERYNCK et al.,
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2001). Os mecanismos de estimulagdo da angiogénese pelo TGF-B1
supostamente combinam efeitos diretos e indiretos. O TGF-B1 induz a expresséao
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o qual atua diretamente nas
células endoteliais estimulando sua proliferagcdo e migragdo (PERTOVAARA et
al., 1994) e induzindo também a formacio de capilares sanguineos (MADRI et al.,
1988; CHOI; BALLERMANN, 1995). Ja a estimulagéo indireta da angiogénese,
pode acontecer através da potente atividade quimioatrativa do TGF-B1 por
mondcitos, os quais liberam citocinas angiogénicas (ROBERTS et al., 1986;
YANG; MOSES, 1990; ASHCROFT, 1999).

Vérias observagbes demonstram que a expressdo do TGF-B1 por
células tumorais também promove a tumorigenicidade por repressdo local das
fungdes imunes (DERYNCK et al., 2001). O TGF-B1 pode inibir a proliferagéo e
diferenciacao funcional de linfécitos T citotoxicos, células natural killers (NK),
neutrofilos, macrofagos e células B (ASHCROFT, 1999; LETTERIO; ROBERTS,
1998; FORTUNEL et al.; 2000).

Considerando as complexas atuagées do TGF-B1 na supressao e
progressao tumoral, as quais sdo contexto e estagic-dependentes, a busca por
qualquer estratégia para explorar esse conhecimento com fins terapéuticos sera
feita com dificuldades (DERYNCK et al, 2001). Entretanto, a elucidagio
progressiva de sua cascata de sinalizagdo com o passar dos anos prové
evidéncias cada vez maiores de que esta citocina € um modulador chave do
processo de carcinogénese, o que faz com que ela seja um alvo terapéutico

potencial com muitas implicagdes, tanto na prevencéo, quanto no tratamento do

cancer (REISS, 1999; PASCHE, 2001).
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ABSTRACT
The transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) is a multifunctional cytokine with

several regulatory activities in a great number of tumor cells, affecting growth,
differentiation, and function. Recently, it has been demonstrated that the TGF-f1
may have a role as stimulator or inhibitor in different processes, depending on the
level of cell differentiation. Alterations on gene expression, secretion, and
regulation may lead to a tavorable environment for tumor development. We have
evaluated in this investigation the influence of the TGFB1 polymorphisms,
Leu10Pro (T and C alleles) and Arg25Pro (G and C alleles), on prostate cancer
(PCa) predisposition, its relationship to mMRNA levels and their implications in the
disease development. For both polymorphisms detection, the PCR-ARMS was

done on DNA samples from peripheral blood of 157 patients, 67 PCa and 90 BPH

(benign prostatic hyperplasia). Multiplex semi-quantitative RT-PCR was performed
on mRNA samples obtained from patients’ leukocytes to evaluate gene expression

relative levels in both groups, using as reference gene an internal control (f3-2-
microglobulin). Chi-square and logistic regression analyses were performed for

both polymorphisms and RNA levels on all clinical parameters (histological

classification, gleason SCOr€, TNM disease staging, PSA serum levels). CaP

patients, with gleason score higher than 7, presented a higher frequency of the
allele C (codon 10). This result suggests that this specific polymorphism may be
implicated in the disease progression. However, no association was determined
between polymorphisms and disease classification (patients groups). Patients with
TGFB1 transcripts serum levels equal or higher than 70% of that observed for the

control gene presented a 3.35 times greater probability of having PCa (Clgsy,: 1.26-
8.92). No association was detected among polymorphisms and mRNA levels. In

this study, we have demonstrated that the polymorphism of the TGFB7 codon 10
may be associated to disease progression. Additionally, we have also shown that
pheral blood cells of CaP patients,

higher mRNA levels are detected in peri
e disseminated in circulation; therefore, a

suggesting that tumor cells may b
red to understand its relationship to cancer

quantitative analysis may be requi

development.

KEY-WORDS: prostate cancer, TGF-B1, gene expression, polymorphisms.



RESUMO

O Fator B1 de Transformacdo do Crescimento (TGF-B1) & uma citocina

Multifuncional que possui varias atividades regulatérias em uma grande variedade
de células, podendo afetar o crescimento, diferenciacao e funcao destas,
Recentes pesquisas tém demonstrado que o TGF-B1 pode atuar como agente
estimulatorio ou inibitério desses processos, dependendo do gray de
diferenciacdo das células. Alteracbes na sua expressao, secregéo oy regulacao
Podem levar a um ambiente favoravel para o desenvolvimento do tumor. Nesse
frabalho, buscou-se avaliar a influéncia dos polimorfismos do gene TGFB1,
Leu10Pro (alelos T e C) e Arg25Pro (alelos G e C), na predisposicao e

Progressio do cancer de prostata (CaP) e sua relagdo com os niveis de RNAm,

Para a detecgao dos polimorfismos, foi realizada a PCR-ARMS em amostras de

Sangue periférico de 157 pacientes, sendo 67 CaP e 90 HPB (hiperplasia
Prostatica benigna). A RT-PCR semi-quantitativa multiplex foi utilizada para a
analise da expressao génica relativa em leucécitos de ambos os grupos, usando o
gene B-2-microglobulina como controle interno. Analises de Qui-quadrado e
fégressao logistica foram realizadas para ambos polimorfismos e niveis de RNAm
€M relacdo aos parametros clinicos (classificagdo histoldgica, Gleason, TNM e
Niveis séricos de PSA). Pacientes com CaP, com um escore de Gleason superior
a 7, apresentaram uma maior freqiiéncia do alelo C (codon 10). Esse resultado
Sugere que esse polimorfismo especifico pode estar implicado com a progressao
da doenca. No entanto, ndo foi observada associagéo entre os polimorfismos e og
9rupos de pacientes. Pacientes com niveis séricos de transcritos TGFB71 iguais ou
Maioreg que 70% daquela observada para o gene controle, apresentaram uma
Probabilidade 3.35 vezes maior de desenvolver o CaP (Clgsy,: 1.26-8.92). Nao foi
Observada associagdo entre os polimorfismos e os niveis de RNAm. No presente
eéstudo, demonstramos que o polimorfismo do cédon 10 do gene TGFB7 pode
€star associado a progresséo do cancer. Além disso, também demonstramos que
altos nivejs de RNAm foram detectados no sangue periférico de pacientes com
CaP, sugerindo que as células tumorais podem estar disseminadas na circulaggo,



contudo. uma andlise quantitativa deve ser realizada para entender a sua relagao

com o desenvolvimento do cancer.
PALAVRAS-CHAVE: céncer de prostata, TGF-B1, expressao génica,

polimorfismos.




1- INTRODUCAO

Varios genes tém sido associados 3 ocorréncia e progressio do

cancer esporadico de prostata. A razdo Para tanta atencao direcionada 3

elucidagéo dos mecanismos moleculares envolvidos no processo dg
-se ao fato de que eles podem prover mejos mais

Carcinogénese prostatica deve
ento dessa doenga

rapidos e eficazes para o diagnéstico, monitoramento e tratam

(PORKKA:- VISAKORPI, 2004), que &, atualmente, o tumor
Mais comumente diagnosticado entre os homens idosos (GRI

solido nao-cutaneo
FFITHS; MORTON,

1999). | | |
! Estudos tém sido realizados na tentativa de associar polimorfismosg
S

s e a ocorréncia do cancer de prostata, bem como Sua progressao. O
nesses gene '
éstudo d ressdo génica, em diferentes amostras, tambam podem fornecer

o de exp .

i rtantes informagées, quantitativas e qualitativas, sobre o desenvolvimento e
mportante '
estadiamento da doenga (OLIVEIRA-JR, 2003). |
O Fator 1 de Transformagdo do Crescimento (TGF-m), um
a

Polipeptideo dimérico de 25 KDa (DERYNCK et al, 1985) & uym potente e

Muitifuncional modulador da proliferacéo e diferenciagio celular e, também, da
uitifuncion

d degradagdo da matrix extracelular (MASSAGUE, 1990; SPORN;
Producdo e de

0). .
ROBERTS, 199 ) ue codifica para o TGF-B1 esta localizado no brago longo
O gene q

Cromossomo 19, na posigao 13 (19q13), contendo em sua seqiiéncia 7 exons

’ introns (FUJII et al., 1986; DERYNCK et al., 1987),
Separados po’r6!orfgos' e o TGF-B1 exerce efeitos positivos e negativos nos
diferentes esfé;z:'dcjaql;rogresséo maligna. Nas fases inicizis,tC; TBGF-p 1
funei m potente supiosser 4o 1mor (REISS. 1999). Contudo, em u
Unciona co;noalr‘] te o desenvolvimento tumoral, ele pode estimular 3 angiogénese
Certo ponto dur.

- SAGE, 1993) e suprimir o sistema imune (RUSCETT] ¢t al.,
('RUELA_AR’SPE(; ass}m o potencial invasivo e metastatico dag células
1993), favorecen o, ,

I, 1990).
Cancerosas (WELCH et at da expresséo dessa citocina tem sido detectada tanto
Uma aumenta

e€m amo ido quanto no plasma de pacientes em estagios avancados de
tras de tecido . - .

d'fea S tipos de tumores sélidos, tais como mama (WALKER: DEARING, 199 ,
lierentes tipos 2
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DALAL et al., 1993; IVANOVIC et al., 2003), colo (ROBSON et al., 1996:
TSUSHIMA et al., 1996), prostata (IVANOVIC et al.,, 1995, 1998; SHARIAT et al.,

2004) e bexiga (EDER et al., 1996).
Varios estudos tém demonstrado que mutagbes somaticas no TGF-

B1 e em outros componentes da sua via de sinalizagéo, também estéo associadas
ao desenvolvimento de tumores (BARTSCH et al., 1999; KLEEFF et al., 1999:

MARKOWITZ, 2000; LI et al., 2004).
Dentre os polimorfismos encontrados no gene que codifica para o

TGF-p1 (TGFBT), duas mutacoes de ponto, nos cddons 10 e 25, localizados
dentro da sequéncia do peptideo sinal (CAMBIEN et al., 1996), tém sido
relacionadas a variagdes nos niveis séricos da proteina (ARKWRIGHT et al,,
2000: DUNNING et al, 2003; EWART-TOLAND et al, 2004). O primeiro
(Leu10Pro) é uma transigéo de timina pra citosina e o seguinte (Arg25Pro), de
guanina pra citosina. Em ambos 0s €asos, 0 aminoacido resultante da mutacio é

uma prolina.
No presente estudo, objetivou-se avaliar a expressado génica do

TGF-B1 em amostras de sangue periférico de pacientes com adenocarcinoma da

prostata e hiperplasia prostatica benigna, por meio da técnica de RT-PCR semi-
quantitativa, correlacionando-a ao quadro clinico dos pacientes, estadiamento da

doenga e, também, a presenca dos polimorfismos Leu10Pro e Arg25Pro.



2 - PACIENTES E METODOS
2.1 - Obtengio e Estocagem do Material Biolégico

As amostras de sangue periférico dos pacientes com HPB e Cap
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 (4nexo
/). O procedimento de coleta foi realizado dentro da rotina do setor cirirgico, sem

Causar desconforto adicional aos pacientes.
As amostras foram coletadas em tubo tipo vacutaines™ contendo

K:EDTA 7,2 mg. Apds a coleta, o material foi levado para o Laboratério de

Genética Molecular, INGEB/UFU, e armazenado 3 4°C parg posterior

Processamento.
Foram analisadas 157 amostras de sangue periférico, sendo 67 e 90

Provenientes de pacientes com CaP e HPB, respectivamente. A média de idade
dos pacientes foi de 68 anos * 87 (= Desvio Padrao). Para a analise de

eXpressdo génica, foram selecionados ao acaso 92 amostras representativas da

Populacao, sendo 33 de pacientes com CaP e 59 com HPB.
Todas as técnicas de manipulagdo do material biolégico seguiram

Normas do Cadigo de Etica Médica, sendo que o trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica da UFU (Anexo /). Os pacientes foram identificados por seus

NUmeros de prontuarios.

2.2 ~ Extragdo de DNA

O DNA de sangue periférico foi extraido Seguindo-se og

Procedimentos descritos no protocolo anexo, otimizado no Laboratgrio de

Genética Molecular da UFU (Anexo /i)
Trés microlitros do DNA genémico foram analisados por eletroforese

horizontal em gel de agarose 0,8 %, tamp&o TBE (45 mM Tris-borato, pH83e 1
MM EDTA) 0,5 X, corado com 0,5 pg/mi de brometo de etidio e visualizadg por luz
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ultravioleta (sistema de videodocumentagdo — VDS I/mage Master - Pharmacia

Biosciences). Ap0s avaliagg@o, o acido desoxirribonucleico foi armazenado a -

20°C.

2.3 —~ Extragao de RNA

O RNA total foi extraido segundo procedimentos descritos por

Chomczynski and Sacchi (1987) com algumas modificagdes (anexo 1V).
O padrgo do RNA foi verificado em gel de agarose 1,5% por 1 hora a

100 volts em tampao TBE (450 mM de Tris, 450 mM de acido bérico, 10 mM
EDTA, pH 8,0) 0,5X, corado com 0,5 mg/ mi de brometo de etidio e, em seguida,

visualizado no sistema de videodocumentagao Image System - VDS (Pharmacia

Biosciences). A quantificagao do RNA foi realizada em espectrofotdmetro

Ultrospech 1000 de luz ultravioleta (Pharmacia Biosciences) a um comprimento

de onda de 260 nm. A qualidade do RNA extraido foi também verificada por meio

da relagdo entre as leituras espectrofotométricas 260/280 nm. Em seguida, o

material foi armazenado a -80°C.

2.4 — PCR-ARMS (Amplification Refractory Mutation System)

As concentragoes dos reagentes nas reagoes de amplificagdo para
studados, Leu10Pro e Arg25Pro, foram semelhantes.

ambos os polimorfismos €
lador PTC-100 (MJ Research Inc.), em

As reacGes foram realizadas em termocic
|, contendo: 200 pM de dNTPs ; 5 pmoles de cada primer,

de Taq DNA polimerase, 1X do tampao da Taq (50 mM
de DNA. O volume final foi completado

um volume final de 25 1

1,5 mM de MgClz, 1U

KCI: 10 mM Tris-HCI, pH 8,3) & 200 N9
Para cada codon foram realizadas duas reagtes de PCR por

a, uma para cada alelo polimarfico. O primer reverso foi comum

es, € 0S primers diretos, alelo-especificos (GEWALTIG et al.,
m RNA nao traduzido) foi co-amplificado

com agua ultrapura.
amostra analisad

a todas as reagd
2002). O gene DD3 (que codifica para u
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em todas as reagdes COmMO controle interno positivo, utilizando-se primers

desenhados com o auxilio do software Primer Designer, versao 2.0 e do software

Oligo Tech, versdo 1.0. Foram realizadas também reagdes controles, com agua

no lugar do DNA, para a verificacdo de possiveis contaminagdes exogenas. As

seqgiiéncias de todos 0S primers utilizados estéo descritas na TABELA 1.

As condicoes da ciclagem térmica foram as seguintes: uma

desnaturagao inicial de 95°C por 10 min: 3 ciclos de desnaturagao (94°C por 1

min), hibridagao (62°C ou 63°C por 1 min) e extensado (72°C por 1 min); 35 ciclos
de desnaturagdo (94°C por 40 s), hibridagao (62°C ou 63°C por 40 s) e extensado
(72°C por 50 s); seguidos por uma extensdo final de 72°C por 10 min. A

temperatura de hibridagao foi diferente para cada um dos polimorfismos, utilizou-

se 62°C e 63°C para 0s codons 25 e 10, respectivamente.

TABELA 1: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na

genotipagem por PCR-ARMS.

Primers Sequéncia 53’ Fragmento
TGF reverso TGC TGT TGT ACA GGG CGA GCA
TGFdireto alelo Leu10 TCC GGG CTG CGG CTGCTGCT 241 pb
TGFdireto alelo Pro10 TCC GGG CTG CGG CTG CTGCC 241 pb
TGFdireto alelo Arg25 ACT GGT GCT GAC GCC TGG CCG 197 pb
TGFdireto alelo PrgZS AGT GGT GCT GAC GCC TGG cccC 197 pb
DD3 direto TTG CAT TAG GTC TCA GCT GG
DD3 reverso GGC ATT CAG GTT AGT GGT GG 631 pb

2.5 — RT (Transcri¢ao Reversa)

4 foi realizada para cada amostra, utilizando 2

A transcrigao revers
10 U de inibidor de RNase (invitrogen), 40 U de MMLV-RT

1X de

Mg de RNA total,
(Amersham Pharmacia),
200 uM de dNTPs (dGT

Tampao da MMLV-RT (Amersham Pharmacia),
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oligonucleotideos hexameros como primers randémicos. O volume final de cada
réacado foi completado para 20 ul com agua tratada com DEPC. A solucao foj

incubada em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.) a 37°C por 1 hora e
aquecida a 95°C por 5 minutos para desnaturagdo do hibrido RNA-cDNA e

também para inativagédo da enzima MMLV-RT. Reacées controle foram realizagag

Para verificagéo de possiveis contaminantes exégenos. O ¢DNA foi estocado g -

20°C para posterior amplificagao.

2.6 - PCR Multipiex Semi-quantitativa

O produto da transcrigéo reversa (cDNA) foi Co-amplificado, em
duplicata para cada amostra, por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
€m termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.), utilizando-se dois diferentes
Pares de primers, um desenhado para hibridar com o gene TGFB7 € 0 outro com
© gene constitutivo que codifica para a f3-2-microglobulina (B2M), que foi utilizado

Como controle interno da reagdo para caracterizar a qualidade do RNA e

normalizar os niveis de expressao do gene alvo.
Os primers para o gene TGFB1 foram desenhados utilizando-se o

Software Primer Designer, versdo 2.0 e do software Oligo Tech, versao 1.0. As
Seqiiéncias sao as seguintes: direto: 5-CCA ACT ATT GCT TCA GCT CC-3' e
reverso: 5-GGT TAT GCT GGT TGT ACA GG-3'. O primer direto incjuj a jungao
entre os éxons 5 e 6, permitindo, assim, a amplificagdo seletiva de RNAs
Mensageiros. Os primers para 0 dene B2M, anteriormente descritos por
Bussemakers et al. (1999), contém as seguintes seqiiéncias: direto: 5-ACG AGA
GAA TGG AAA GTC AAA-3', reverso: 5-TGT TGA TGT TGG ATA AGA GAA-3'.
Em fases de otimizagdo, a PCR foi realizada para cada gene

Separadamente com o intuito de se verificar o nivel de competicéo entre 0S pares

de primers.
Para a realizagdo das analises semi-quantitativas, foj também

Necessaria a determinagdo do numero ideal de ciclos de PCR para que a co-
amplificagéo estivesse na fase exponencial € nao na fase de platé. Para jsso
foram feitas reagGes de PCR com 27, 29, 31, 33, 35 e 37 ciclos, em um paciente



A\

61

com CaP e um com HPB escolhidos ao acaso. O ciclo térmico constituiu-se de

uma desnaturagao inicial de g5°C por 3 min, seguida de ciclos a 94°C por 40 s,

59°C por 40 s e 72°C por 50 s. Os tubos foram gradativamente retirados a cada

ciclo de interesse e, terminado o tltimo ciclo, todos os tubos foram recolocados no

termociclador para uma extensdo final a 72°C por 5 min.
Para cada reagdo de PCR, 4 ul de cada cDNA, sintetizados na

transcricdo reversa, foram utilizados como molde em um volume final de 25 pl
contendo 200 pM de dNTPs; 10 pmoles de cada primer TGF-$1 e 5 pmoles de
primers B-2-microglobulin; 2,0 mM de MgClz, 1 U de Tag DNA polimerase e 1X
do tampao da Taq (50 mM KCl: 10 mM Tris-HCI, pH 8,3). O volume final foi
completado com agua ultrapura.

Para cada 10 (! do produto amplificado foram adicionados 2 pl

o cianol; 4,0 g de sacarose e 5,0 ml de agua)

loading dye (12,5 mg de azul dé xilen
e, em seguida, foram analisados, por eletroforese, em gel de agarose 1,5% por 1

hora a 100 volts em tamp&o TBE 0,5X (450 mM de Tris, 450 mM de acido bérico,
10 mM EDTA, pH 8,0). Os géis foram corados com 0,5 mg/mi de brometo de
etidio e, posteriormente, visualizados e fotografados pelo sistema de video

documentagao Image Master - VDS (Pharmacia Biosciences).

2.7 - Analise por Densitometria Optica

Os produtos de amplificagéo obtidos a partir das amostras de

adenocarcinoma e de HPB, tanto para o gene TGFB1 como para o gene B2M,
foram analisados € quantificados quanto as suas densidades 6ticas no programa

Image Master VDS Software, versao 2.0 e as leituras foram submetidas a razao

de RNAm TGF-p1 / RNAm B-2-
do gene TGFB1 nas amostras analisadas.

microglobulina para se obter a abundancia relativa
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2.8 — Analises Estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo software

Statstica versao 5.6A (STAT'STICA, 1999) A andlise do QUi'quadradO foi
realizada para 0S polimorfismos do TGFB1, LeulOPro e Arg25Pro, para

determinar se estas variagoes génicas predispéem 0s individuos ao
desenvolvimento de cancer de prostata e se, também, estdo associados a
progressdo do mesmo, por meio da analise conjunta com os parametros clinicos:

PSA, idade do paciente, estadiamento anatomo-patologico dos adenocarcinomas

(Whitmore-Jeweet e TNM Tumor-Node-Metastasis) e escore de Gleason. A
regressao logistica foi aplicada para 0S niveis relativos de mRNA do TGFB1 no

sangue periférico para determinar se este gene é capaz de discriminar pacientes

com cancer de prostata e hiperplasia benigna. O odds ratio da concentragéo

relativa de mRNA no sangué periférico foi calculado para determinar a chance de

um individuo desenvolver 0 caP. Os valores de p menores que 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.
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3 ~ RESULTADOS

Tanto o DNA quanto o RNA extraidos das amostras foram de bog

Qualidade, n&o apresentando contaminagso.
Nao foi necessario tratar o RNA com a enzima DNAse, uma vez que

OS primers foram desenhados para hibridar em jungdes entre exons, evitando,

assim, g amplificagéo a partir de possivel DNA contaminante.
Na FIGURA 1 estdo os padres de genotipagem obtidos pela

técnica de PCR-ARMS para os dois polimorfismos, com todos 0s gendtipos
€ncontrados na populagdo analisada. O gene DD3 foi co-amplificado em todas as

amostras, demonstrando a alta qualidade do DNA, o sucesso das reagées e g

Calibraggo de cada amostra.

PACIENTE 2 PACIENTE 3 PACIENTE 4

cc) 1 g Mo
e 2 10 1 2 13

PACIENTE 1

/—?(‘ (.‘/(."\ ﬁl'/("

< 631 pb

< 241 pb
« 197 pb

FIGURA 1 Genotipagem de 4 pacientes por PCR-ARMS. Colunas 1,5 9e

13 representam as reagbes especificas para o alelo Leu10, e colunas 2, 6,
10 e 14 para o alelo Pro10. As colunas 3, 7 e 11 representam reacoes para

O alelo Arg25, e as colunas 4, 8 e 12 para o alelo Pro25.

A andlise dos polimorfismos do gene TGFB1 mostroy que as

freq[]éncias genotipicas néo diferiram significativamente entre og grupos de
Pacientes analisados, com os valores de p iguais a 0,31 e 0,28 para os codons 10

€ 25, respectivamente (TABELA 2).



TABELA 2: Frequéncias
polimorfismos Leu10Pro e

alélicas e genotipicas dos

Arg25Pro, observadas nos

grupos de pacientes com CaP e HPB.

POLIMORFISMOS GRUPOS DE PACIENTES
CODON 10 JCODON 25 | CaP (n=67) | HPB (n=90)
Alelos Frequéncias Alélicas
T - 82 (61,1%) 104 (57,8%)
C - 52 (38,8%) 76 (42,2%)
- G 130 (97,0%) 171 (95,0%)
= C 4 (3,0%) 9 (5,0%)
Gendtipos Frequéncias Genotipicas
T/T - 20 (29,8%) 22 (24,4%)
T/C - 42 (62,7%) 60 (66,7%)
c/C - 5(7,5%) 8 (8,9%)
- G/G 63 (94,1%) 81 (90,0%)
- G/C 4 (5,9%) 9(10,0%)
- C/C 0 (0%) 0 (0%)

04

Quando analisado o quadro clinico dos pacientes, o polimorfismo do

codon 10 mostra uma associagdo estatisticamente significativa em relagdo a

gradacdo histologica de Gleason; onde, existe uma prevaléncia maior do alelo C

(b = 0,04) em pacientes com CaP e Gleason > 7. Nenhum homozigoto CC

apresentou valores menores que 7 para o escore de Gleason (FIGURA 2).

z
|
2
z
g

valores da

em fungéo
respectivos
para o Codon 10.

FIGURA 2: Distribuicao
dos pacientes quanto aos
gradacéao
histologica de Gleason

genaotipos
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Em relagcdo aos outros parametros analisados, inclusive a expressao

génica do gene TGFB1, nenhum dos codons apresentou associagdes

estatisticamente significativas, como mostra a TABELA 3.

TABELA 3: Probabilidade de associagdes obtidas pelo
teste do y°.

POLIMORFISMOS| VA S
[RNA] |Gleason] TNM | PSA

Codon 10 0,63 0,04* 0,95 0,55
Codon 25 0,61 0,75 0,13 0,17

* Estatisticamente significativo.

A PCR realizada para o gene constitutivo B2M e para o gene alvo

TGFB1, separada e conjuntamente, mostrou ndo haver competicdo direta
prejudicial entre os dois fragmentos, podendo a PCR semi-quantitativa multiplex

ser realizada com eficiéncia, sem riscos de interpretagbes erréneas. Dois

pacientes foram escolhidos aleatoriamente para o teste. (FIGURA 3).

| <« 534 pb
<« 197 pb

FIGURA 3: Teste de RT-PCR-multiplex para
os genes B2M e TGFB1. Onde: M - marcador
de 100 pb; A e B - pacientes; 1 - fragmento

amplificado para o controle interno B2M; 2 -

fragmento amplificado para o gene alvo
TGFB1; 3 - Co-amplificagdo de ambos 0s

genes.
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O numero de ciclos de PCR foi experimentalmente determinado para
a analise semi-quantitativa, como mostrado na FIGURA 4a. 33 ciclos foram
escolhidos para a realizagéo das reagées, pois como mostra o grafico (FIGURA

4b, ambas amplificagées encontram-se na fase exponencial.

27A 29A 31A 33A 35A 37A WUN'27B 298 3(B 33B 358 37B |

s3apbsf|
197 pb>

400000 /

e |—e—HPB 'l‘GF—b,

— | HPBBM
’+Cal’ TGF-b |
¥ CaP B2M |

, ,
100000 |, v ’

INTENSIDADE DOS
FRAGMENTOS

27 29 31 33 35 37
N° DE CICLOS DA PCR b

FIGURA 4: Otimizacdo do numero de ciclos da RT-PCR semi-
quantitativa para o gene TGFB1. a) Reagdes variando de 27 a
37 ciclos, realizadas para dois pacientes, A e B, com CaP e
HPB, respectivamente; M) Marcador de 100 pb; b) Grafico com

as intensidades dos fragmentos amplificados e visualizados no

gel acima, versus o numero de ciclos da PCR.

As FIGURAS 5A e 5B mostram, respectivamente, a RT-PCR

multiplex semi-quantitativa do gene TGFBT em sangue periférico de pacientes

com CaP e HPB.
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24 252

W12 3456 7 8 9N IZI3 1415617 181920 2172223

-

FIGURA 5: RT-PCR multiplex semi-quantitativa pra o gene TGFB1 em amostras
de sangue periférico. A) RT-PCR multiplex semi-quantitativa pra o gene TGFB1
em pacientes com cancer de prostata. B) RT-PCR multiplex semi-quantitativa pra
0 gene TGFB1 em pacientes com hiperplasia prostatica benigna. M — Marcador

de 100 pb. 1 a 27 — Pacientes. C — Controle negativo das reagées.

Na FIGURA 6 estdo as frequéncias de expressao utilizando-se os
dados obtidos pela relaggo RNAm TGF-f1 / RNA m -2-microglobulina. Se
considerado um valor de corte para abundancia relativa do RNAm do gene
TGFB1 igual a 0,7, observa-se uma diferenga estatisticamente significativa (p =

0,029) entre os pacientes com CaP e HPB. Mesmo havendo um maior acumulo

de pacientes com os niveis relativos de RNA > 0,7 em ambos 0s grupos, a
diferenca entre os pacientes com cancer de prostata foi maior.

Foi observado um risco aumentado em 3,35 vezes ao

desenvolvimento do cancer de prostata quando os niveis séricos de RNAm do

gene TGFB1 excedem 0,7 (OR = 3,35; ICgs5¢ = 1,26 — 8,92).
As médias obtidas para a abundancia relativa do gene TGFB1,

idade, PSA e Gleason nos dois grupos de pacientes analisados sao mostradas na

TABELA 4.
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LEGENDA

0-<0,7
1->207

FIGURA 6: Grafico da
abundancia  relativa
para o gene TGFB1
nos grupos de
pacientes com cancer
de prostata (CaP) e
hiperplasia prostatica
benigna (HPB).

TABELA 4: Analise estatistica descritiva dos parametros clinicos
(idade) e laboratoriais (niveis séricos de PSA, escore histologico de

Gleason e niveis relativos de RNAm do gene TGFBT) analisados para

pacientes com cancer de prostata e hiperplasia benigna.

e 0,437

0,37
RNA] 33 1,027 0,
|[DADE 67 67,772 50 87 8,637
PSA 41 3505 0,002 62,3 110,120715
GLEASON 63 6,698 4 9 ,
HPB
[RNA] 59 0,873 0 1,95 g,ggg
IDADE 90 67,522 47 87 o
PSA 32 8772 035 253 2
GLEASON ) ; ) ]
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4 —- DISCUSSAO

O céncer de prostata, como outros tumores, é um evento complexo

e causado por varios mecanismos.
O recente progresso nas pesquisas sobre a via de sinalizacdo do

TGF-p1 terﬁ revelado que esta € regulada por varios mecanismos, e que varias
proteinas oncogénicas e anti-oncogénicas desempenham importantes papéis no
desenvolvimento tumoral sob o controle do TGF-B1(MIYAZONO et al., 2003).
Alteracbes na habilidade das células em responder aos estimulos dessa citocina
tém sido relacionadas a transformagédo e progressdo malignas (FYNAN: REISS

1993; BRATTAIN et al. 1994).
Os polimorfismos analisados no presente trabalho, Leu10Pro e

Arg25Pro, estdo localizados dentro do peptideo sinal do TGF-B1. Partindo do
principio de que o TGF-B1 é secretado como um complexo latente e necessita ser
ativado para ser capaz de se ligar aos seus receptores desencadear seu sinal, a
presenca de seqiéncias alteradas dentro do peptideo direcionador da proteina
bioativa poderia ser a responsavel pelo comportamento refratério a sinalizagdo do

TGF-B1 caracteristico das células tumorais nos estagios mais avangados da

progressao maligna.
A substituicdo de aminoacidos com polaridades distintas, observada

no polimorfismo Leu10Pro (leucina—>prolina), afeta drasticamente a conformagao
tridimensional da proteina, rompendo a estrutura em alfa-hélice caracteristica da

regido e, conseqiientemente, fazendo com que ela perca a sua habilidade em
direcionar o TGF-p1 ativo intracelularmente (RANDALL; HARDY, 1989). Esse fato

estaria impedindo uma transdugdo eficaz dos sinais anti-proliferativos e pro-

apoptoticos do TGF-p1 favorecendo, assim, a expansdo clonal das células

tumorais TGF-B1-refratarias.
Nenhum dos genotipos encontrados na populagao analisada foi ntil

para diferenciar os pacientes com adenocarcinoma da prostata e hiperplasia
prostatica benigna. Contudo, foi observada uma tendéncia entre os pacientes
portadores do alelo C, no codon 10, em apresentar um escore de Gleason maior
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ou igual a 7, sendo que nenhum homozigoto para alelo em questido apresentou
valores inferiores a este.
Esses dados sugerem que a presenga do alelo C no cédon 10 do

gene TGFBT pode nao ser um fator predisponente para o desenvolvimento do

cancer de préstata, porém, possivelmente, esta envolvida nos eventos

relacionados & progressao da doenga uma vez instalada, confirmando os achados
sobre as mudangas conformacionais na molécula do TGF-B1 condicionadas pelo
polimorfismo no codon 10 (RANDALL; HARDY, 1989), impedindo uma transdugao

eficaz dos sinais anti-proliferativos e pro-apoptoticos e favorecendo a expanséo

clonal das células.
A técnica de PCR-ARMS mostrou-se bastante eficiente na

genotipagem dos pacientes para ambos os polimorfismos analisados. E um
método simples, rapido e com um custo relativamente baixo, se comparado ao
uso de enzimas de restricdo, o que favorece muito o estudo em grandes
populagdes. Contudo, a maior vantagem dessa metodologia é, sem dlvida, a
seguranca, ja confirmada em outros trabathos (USICHENKO et al., 1998;
MONTANARO: ARCIOLA, 2002; WETTON et al., 2002). O gene DD3 foi utilizado
como controle interno positivo com Sucesso, sendo amplificado em 100% das
amostras, garantindo o processo de amplificagdo e evitando falsos genétipos.

A presenca do alelo C tem sido relacionada aos niveis plasmaticos
da proteina e do RNAm do TGF-p1com resultados controversos. Ziv e
colaboradores (2001) descreveram que mulheres caucasianas com idade média
de 65 anos e portadoras do genotipo CC, tém menor risco de desenvolverem
cancer de mama se comparadas aquelas com gendtipo TT e TC. Segundo
Arkwright et al. (2000), os gendtipos que codificam para prolina em ambos os
polimorfismos, codon 10 e 25, estdo associados a uma menor produgdo de TGF-
B1 in vivo e in vitro. Por outro lado, Dunning e colaboradores (2003) encontraram

mostrando que o alelo C para o codon 10 esta

resultados opostos,
recessivamente associado a um acréscimo no risco de desenvolvimento do

cancer de mama invasivo, acompanhado por um aumento de 2,8 vezes nas taxas

de secregao do TGF-p1. No cancer de prostata, Li et al. (2004) relataram em um

estudo na populagdo japonesa, um maior risco de desenvolvimento de CaP e
HPB em homens portadores dos genotipos TT e TC.
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Contudo, ndo é claro se essas descobertas se aplicam a quaisquer
Populacdes. Neste estudo, ndo foi encontrada correlacado significativa entre o
polimorfismo Leu10Pro e os niveis séricos de RNAm do TGF-81.

No presente trabalho foi usada a RT-PCR semi-quantitativa para a
analise de expressdo génica. E um método bastante eficaz para estimar g
Quantidade relativa de uma mensagem em varias populacbes de RNA
(SANTAGATI et al., 1997). As transcrigdes reversas aqui realizadas, utilizando
primers hexanucleotideos randémicos, como descrito por Santagati et al. ( 1997) e
Por Pernas-Alonso et al. (1999), foram mais efetivas para a sintese dos cDNAs
dos transcritos do gene TGFB1 e B2M, por terem sido realizadas a partir de uma
Simples preparagdo de RT. Além disso, a utilizagdo do controle endégeno no
ensaio de RT-PCR fornece uma comparacao direta entre multiplas amostras e
tem varias outras vantagens. Primeiro, sua deteccdo apos a RT e a PCR indica o
Sucesso nesses dois passos. Segundo, a quantidade de cDNA correspondente ao
marcador endégeno é um indicador do grau de degradacéo e pureza da amostra.

E terceiro, o controle interno compensa a variabilidade entre os ensaios de RT-

PCR (PERNAS-ALONSO et al., 1999).
Tem sido demonstrado que resultados obtidos por analises de Q-

PCR absoluta tém validado resultados de analises comparativas que utilizam um
controle interno com uma correlagéo acima de 95%. Sendo assim, uma analise
Comparativa é um procedimento adequado e consistente para investigar niveis de
eXpressdo génica e ndo € dependente de niveis absolutos de expressio
(ROSE'MEYER et al., 2003).

Assim como Shariat et al. (2004) que encontraram niveis de TGF-1
Mais elevados em pacientes com CaP quando comparados a individuos
saudaveis, a andlise semi-quantitativa desenvolvida neste estudo mostroy haver
Uma associaggo positiva entre 0 aumento na expressao sérica do gene TGFB1 e
a ocorréncia do cancer de prostata. Os resultados obtidos para g expressio
génica do gene TGFB1 permitiram a obtengéo de um valor de corte para os niveis
relativos de RNAm no sangue (10D RNAm TGF-B1/RNAm B-2-microglobulina), o
qual resultou em um valor de 0,7; 0 que significa um nivel de expressso de 70%
para o gene TGFB1 em comparagao a densidade otica observada para o controle
interno B2M. Considerando o valor de corte, pacientes com expressio igual ou



eéxcedente aos 70% do valor referéncia do gene constitutivo apresentam um risco

relativo aumentado em 3,35 vezes para a ocorréncia do cancer de prostata.
Vale ressaltar que a analise semi-quantitativa multiplex so foi

possivel porque os primers apresentavam mesma temperatura de hibridagéo e
ndo houve competigdo prejudicial dos primers pelos reagentes. Quando 2
competicao interfere na amplificagcdo de um dos genes ou os primers nio sio
compativeis com as condigbes da reacéo, as amplificagbes devem ser realizadas

em tubos separados (DIAS-OLIVEIRA, 2002).
Esses dados sugerem que, além dos mdltiplos fatores envolvidos, é

possivel que as significativas alteragées nos niveis séricos do RNAm do TGFB1
aqui encontradas, possam estar associadas a disseminagéo de células tumorais,
uma vez que sua expressdo € muito maior em amostras de tecidos prostaticos
cancerosos quando comparados a tecidos hiperpasicos (STEINER et al., 1994:
SHARIAT et al., 2004). Todavia, € preciso ser elucidado se os altos niveis
plasmaticos de TGF-1 tém um papel causativo na progressdo do CaP ou se eles
meramente refletem a reagdo sistémica como resultado do estado avangado da

doenga (LI et al., 2004).
Tendo em vista as altas prevaléncias e mortalidade do cancer de

prostata, qualquer tentativa no sentido de melhorar o entendimento de suas
causas e buscar novos e mais eficazes meios para seu tratamento e prevengao, é
valida. De acordo com os dados aqui obtidos, progressivas alteragées na
expressao, secregdo e regulacéo do TGF-1 podem desempenhar um importante
papel no desenvolvimento e progressdo dessa doenga. Resultados estes de
consideravel interesse, pois fornecem informagdes a respeito de um alvo
terapéutico potencial para o cancer, com implicagbes tanto no diagndstico

precoce quanto no tratamento do mesmo.
Diante dos resultados, propbe-se a quantificagdo de transcritos em

sangue periférico associada a analise do polimorfismo no codon 10 do gene
TGFB1 para discriminar pacientes com potencial de desenvolver uma doenca
metastatica, ou seja, pacientes com altos niveis de transcritos e com os genotipos
desfavoraveis (TC e CC) sdo mais predispostos & progresséo mais rapida do
cancer. A auséncia de transcritos ou a detecgédo de baixos niveis do gene TGFB1T

em pacientes com bidpsias positivas para o Cap sugerem uma doenga confinada
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ao érgdo. Esta proposta deve ser confirmada em um nimero maior de pacientes,

com diferentes estagios da’ doenga, além de tentar associar tais resultados a

outros biomarcadores para o cancer de prostata.
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O presente trabalho compreende uma das etapas iniciais de um
estudo complexo, consistindo na analise de diversos polimorfismos de DNA e dos
niveis de expressdo génica, que permitird auxiliar pesquisadores e clinicos na
compreensdo biologica do desenvolvimento do cancer de prostata. Para isso, um
extenso banco de dados esta sendo formado com o intuito de correlacionar varios
genes candidatos a variados parametros clinicos e laboratoriais, para que num
futuro préximo tais estudos fagam parte de novas modalidades no diagnaéstico e

tratamento desta doencga.
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Anexo ll

Termo de Consentimento

m

O Laboratério de Genética Molecular dirigido pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo
Goulart Filho juntamente com o Servigo de Urologia, do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberléndia, estdo realizando um estudo genético

relacionado ao Cancer de Prostata.
O projeto consiste no estudo da Biologia Molecular do Cancer de Préstata,

Para realizacdo dos exames laboratoriais serdo necessarias a coleta de 10
ml de sangue periférico e bidpsias de tecidos tumorais da prostata. Cabe ressaltar
que todo material utilizado sera estéril e descartavel, e no caso das bidpsias,
serdo realizadas juntamente com os procedimentos rotineiros do centro cirdrgico

do Hospital de Clinicas, sem qualquer desconforto adicional ao paciente.
O material coletado sera enviado ao laboratério de Genética Molecular da

Universidade Federal de Uberlandia, onde serdo realizados os exames de RNA e

DNA.
E direito do paciente pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da
pesquisa, destino do material coletado e resultados dos exames realizados.
Espera-se que, com este estudo seja possivel detectar em que estagio de
desenvolvimento se encontra a doenga no paciente, bem como definir os
possiveis biomarcadores a serem utilizados na detecgdo precoce, auxiliando o

tratamento.
Almeja-se com isso, estabelecer um programa de tratamento precoce e

integrado do paciente, a fim de prevenir o desenvolvimento da doenca. N
Os pacientes e contatos familiares que concordarem em participar da

pesquisa poderao desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum
prejuizo préprio.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, Eu,

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

Assinatura

Testemunhas
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Anexo Ill

PROTOCOLO PARA EXTRAGAO DE DNA DE SANGUE PERIFERICO

9-

Centrifugar o sangue total a 5.000 rpm por 40 min para formar a camada

de leucécitos entre o plasma e parte solida do sangue
Remover uma aliquota de 500 ul da camada de leucdcitos, colocar em um

tubo de 2 ml e adicionar 800 a 900 pl de tampao de lise celular gelado
Agitar em vortex cuidadosamente por 10 s para ressuspender as células e
completar a lise

Centrifugar a 5.000 rpm durante 5 min para precipitar os nucleos

Descartar o sobrenadante cuidadosamente, adicionar 1 ml de tampao de
lise celular e repetir os passos 3 e 4 atée o precipitado adquirir uma
coloragao leitosa

Adicionar 400 pl de master mix a cada tubo e homogeneizar a solugéao até
que o precipitado se desfazer

Se o precipitado nao se desfizer faciimente, agiatar em vortex por 15 s,
adicionar 20 ul de proteinase K e incubar as amostras a 65°C por 2 horas
ou a 55°C overnight

Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 min para precipitar alguns debris
celulares

Recolher o sobrenadante em tubo limpo, adicionar 200 ul de cloreto de litio

7,5 M ou NaCl saturado 7 M

10-Agitar em vortex por 5 s e colocar as amostras em gelo por 10 min
11-Centrifugar por 15 min a 13.000 rpm para precipitar as proteinas e outros

contaminantes

12-Recolher o sobrenadante em um tubo limpo e adicionar 1 ml de alcool

etilico absoluto e misturar por inversdo

13-Centrifugar a 13.000 rpm por 10 min e adicionar 1 m! de alcoo! etilico 70%

e centrifugar novamente

14-Descartar o etanol, deixar secar por 30 min e ressuspender em 50 pl de

agua destilada
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Anexo IV

PROTOCOLO PARA EXTRAGCAO DE RNA DE SANGUE PERIFERICO

1- Colocar todo o0 sangue em um tubo limpo de 15 mi

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

Descartar o plasma e deixar no maximo 2,5 mi no tubo
Adicionar 9 partes de cloreto de aménio e 1 parte de bicarbonato de

2w
! [

amOmio (para 2,5 mi de sangue: 11,25 ml de cloreto e 1,25 mil de

bicarbonato (fazer a solugdo antes de adicionar as células)

Inverter delicadamente para misturar

Incubar em gelo por 10 min.
Centrifugar por 15 min. a 3000 rpm a 4°C e desprezar o sobrenadante
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8- Adicionar 1 ml de solugdo D

9- Adicionar 7,2 ul de /2 mercaptoeptanol
10-Agitar levemente e mergulhar em gelo
11-Adicionar 100 ul de acetato de sodio 2M pH=4

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

13-Acrescentar 200 pl de cloroformio — &lcool isoamilico (49:1 ~ 196 pl
cloroférmio : 4 ul isopropanof)

14-Agitar em vortex a suspensdo por 10 s. e distribuir a mistura em microtubos

de 2 ml.

15-Colocar em gelo por 15 min.
16-Centrifugar a amostra por 15 min a 12.000 g. a 4°C.
17-Transferir no maximo 1 ml da fase aquosa para outro microtubo e adicionar

1 ml de alcool isopropilico, mantenha a ~20°C overnight
18-Centrifugar a 12.000 g por 15 min a 4°C e descartar o alcool com cuidado

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

20-Centrifugar o precipitado a 12.000 por 10 min a 4°C
21-Deixar secar a temperatura ambiente por aproximadamente 30 min e

ressuspender em 50 ul de agua tratada com DEPC



fA

REAGENTES E SOLUCOES PARA O TAMPAO DE LISE CELULAR

Preparo Solugao

Solugao de Trabalho | Estoque de Trabalho
320 mM de Sacarose 100% 4313 g
10 mM Tris-HCI pH 7,5 1M 4,0 mi
5 mM MgCl, 1M 2,0 mi
Triton X-100 100% 4,0 mi
Agua Completar até 400 mi

MASTER MIX *

Preparo Solugao

Solugéo de Trabalho | Estoque de Trabalho
10 mM Tris-HCIpH7,5| 1.0M 2,0 mi
10 mM EDTA 05M 4.0 mi
10 mM NaCl 3,0M 667 ul
0,5 % SDS 10% 10,0 ml
Proteinase K 10 mg/ml i
Agua Completar até 400 mi

* Pode ser armazenado a temperatura ambiente

** A proteinase K é adicionada na hora do uso. e assim que

manipulada deve ser recongelada a -20°C rapidamente

REAGENTES PARA PREPARACAO DA SOLUCAO D

Reagente

Solugao de Trabalho

Tiocianato de Guanidina
Citrato de S6dio 0,75 M, pH 7,0

Sarcosil 10%
Agua DEPC

504¢g
3,52 ml
5,3 ml

58,6 ml
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ESTADIAMENTO DOS ADENOCARCINOMAS DA PROSTATA,
CLASSIFICACAO DE WHITMORE-JEWETT E TNM 1992 (apud Stamey;
McNeal 1992; Srougi, 1998)

WHITMORE-JEWETT

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

A Tumor nio palpavel no toque retal

Al Tumor nao palpavel ocupando <5 % da
prostata

A2 Tumor nio palpivel ocupando > 5 % da
prostata

B1 Nédulo < 1,5 ¢m em um lobo prostitico
B2 Nédulo > 1,5 cm e/ou ocupando os dois

lobos da préstata
C1 Extensfo peti prostitica minima (sulcos)

C2 Invasiio da base das vesiculas seminais
com ou sem invasio dos sulcos

C3 Invasio da base das vesiculas seminais com ou
sem 2 invasio de outros érgios adjacentes

pTx Tumor nio avaliado

pTo Sem evidéncia de tumor

pT1  Tumor incidental impalpivel ¢ invisivel

por técnicas de obtengio de imagens

pTla Tumor incidental ocupando < 5 % do
tecido ressecado

pT1b Tumor incidental ocupando > 5 % do

tecido ressecado
Tumor ndo palpavel ou visivel por

imagem, diagnosticado por bidpsia com

agulha em um ou ambos os lobos, em

pacientes com PSA sanguineo elevado

pT2 Tumor limitado 4 glandula

pT2a Até metade de um lobo ou menos

pT2b Até mais da metade de um lobo porém
nio os dots lobos

pT2c Comprometimento dos dois lobos

pT3 Tumor extende além da cdpsula prostitica

pT3a Extensio extra capsular unilateral

pT3b Extensio extra capsular bilateral

pT3c Tumor invade vesicula seminal

pTlc

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

pT4a Tumor invadindo o colo vesical e¢/ou o
esfincter externo e/ou o teto

pT4b Tumor invadindo o musculo elevador do
dnus e/ou fixo a parede pélvica

D1 Metistases em linfonodos pélvicos

pNx Linfonodos regionais nio avaliados

PNo Sem metistases ganglionares

pN1 Um linfonodo envolvido <2 cm

pPN2 Um linfonodo >2 <5 ¢/ou multiplos <5cm
pN3 Linfonodos envolvidos > 5 cm

Do Metistases nio identificadas

D2 Metistases a distancia

D3 Resistente ao tratamento hormonal

pMx Metistases nio avaliadas
pMo Sem metistases a distancia
pM1 Metastases presentes

pMia Linfonodo(s) nio regional(is)

pM1b Osso(s)
pMIc Outras localizagSes
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SISTEMA DE GRADACAO HISTOLOGICO DE GLEASON

MARGENS Padrio Glandular Tamanho Distribuigao
: GLEASON Bem Simples ‘
1 definida Separadas Médio Pacote fechado
Redondas
” Menos Simp :;'5 d-o?lzz :r adas l’cgu_eno ispagamento médio de
- definida Mo " Variadas Mcdio um didmetro glandular
ais Variadas Grande
I
5" C__—J‘,;_"J?J . Simples, sc)pﬂn'idas, ETE Espagamento médio de mais
& < Irregular irregular Pegueno de um didmetro glandular.
= 3 Infiltrada Massas epitcliais redondas . Raramente em pacotes.
m cribiformes ou papitar Massas arredon- dadas ¢/
Irregular Mﬂss?: ng(:zin(;]:isularcs Peaue Massas cpiteliais
Iniiltrada AN C cqueno anaplasicas irregulares
do tipo hipecmefroide plasicas irregularcs
Poucos ¢ pequenos lamens N
Ma_l envolvidos por massa Pequeno Massas II:r(.guldr(,s
definida epitelial slida as vezes ou corddes com

Padrdes Anatomopatolégicos
Adenocarcinoma da Préstata

com necrose central

contornos pouco
definidos

Fonte: Gleason

2 a 4 Diferenciado. 5 6 e 7 Moderadamente Dif.

8 a 10 Indif.

* Como os adenocarcinomas da prostata apresentam mais de um padrao
histoldgico, o diagndstico final na escala Gleason é dado pela soma dos
graus do padrao primario (predominante) e do padrao secundario (segunda
menor area representada) (Stamey; McNeal 1992; Isaacs, 1997; Srougi,

1998).




