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1. GLANDULA PROSTATICA

1.1. Caracteristicas da Glindula

A prostata ¢ um oOrgdo fibromuscular e glandular, esférico, situada
abaixo da bexiga (Smith 1979, Gosling et al. 1992). E composta por 4cinos e
um complexo sistema de ductos ramificados, cujos produtos de excregdo sdo
langados dentro da uretra prostatica (Rohr & Barthsch 1980). Consiste de uma
capsula fibrosa sob a qual estdo fibras de misculo liso, 0 estroma prostatico
(composto de tecido conjuntivo e elastico) ¢ as glandulas epiteliais
(Tanangho, 1992). Participa na constituigdo do esperma com 30% do volume,
sendo 70% oriundos das vesiculas seminais e menos de 1% de
espermatozoides (Lowsley 1912).

McNeil (1968, 1972, 1988) descreveu a anatomia zonal da prostata,
utilizada atualmente, dividindo-a em zonas: fibromuscular anterior, que
consiste basicamente de musculatura lisa; periférica, central e de transi¢io,
que contém, respectivamente, 70%, 20 a 25% e 5% das glindulas; e o
esfincter pré prostatico, que separa as glandulas peri-uretrais da zona de

transi¢do evitando o refluxo do sémem para a bexiga urinaria (Figura 1)

Figura 1: Anatomia Zonal da Prostata: EPP (Esfincter pré Prostatico), GPU
(Glandulas peri Uretrais), ZT ( Zona de Transigdo), ZP (Zona Periférica) e VM

(Vero Montanum).
Fonte: McNeil 1968, 1972, 1988,
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1.2.  Anomalias Prostaticas

Varias anomalias tém sido assocladas a glandula prostatica. Dentre
elas, as principais sdo: adenocarcinoma, neoplasia intraeptelial prostatica
(NIP), hiperplasia prostitica benigna (HPB), ou seja, aumento do numero de
células ao redor da uretra, e prostatite, inflamagdo prostatica (Walsh &
Worthington 1998).

Mais de 95% das neoplasias da prostata sdo representadas pelos
adenocarcinomas. Os 5% restantes compreendem casos de sarcomas,
carcinomas epidermdide e carcinomas de células transicionais (Byard &
Mostofy 1972). Aproximadamente 70% dos adenocarcinomas sdo
mulltifocais e ocorrem na zona periférica, menos de 5% na zona central e
mais de 25% na zona de transi¢do, denominados céanceres incidentais
encontrados apos ressecg¢do transuretral da prostata (RTU) (Stamey &
McNeal 1992, Srougi 1998, Bostwick 1999, Jarmulowicz 1999).

O céncer de prostata (CaP) ¢ resultado de uma alteragdo no balango
entre proliferagdo e morte celular (Griffiths & Morton 1999). Nos estagios
iniciais de seu desenvolvimento as células respondem aos mesmos fatores
regulatérios (estdgio hormoénio-dependente), entretanto as taxas de
crescimento celular sdo maiores do que as de morte (Griffiths & Morton
1999). Alteragdes neste processo regulatorio, associadas a mutagdes
genéticas, levam a graus de respostas anormais dos fatores de crescimento
causando uma formagdo clonal autonoma de células malignas. Portanto, o
crescimento passa a ndo responder mais ao controle hormonal por andrégenos

(estagio hormdnio-independente) (Griffiths & Morton 1999).




1.3.  Aspectos Epidemioldgicos

O cancer de prostata tem se manifestado como uma das causas mais
comuns de doengas entre os homens mais velhos. E o segundo tipo de cancer
mais diagnosticado nos Estados Unidos e no Brasil apos o cancer de pele, nfo
melanoma (Griffiths & Morton 1999, INCA 2002) e a segunda causa de
morte em homens (Coffey 1993, Albright & Eeles 1995) depois do cancer de
pulmio (Griffiths & Morton 1999).

A incidéncia de adenocarcinoma da prostata (Scott ef al. 1969) em
autopsias ou em amostras obtidas por cirurgias, mostra que o céncer da
prostata ¢ bastante raro antes dos 50 anos, mas sua incidéncia aumenta
progressivamente com a idade sendo 4% entre 40 e 50 anos, 7% entre 50 ¢ 59
anos, 12% entre 60 e 69 anos, de 18% a 41% entre 70 e 79 anos e 26% a 57%
nos pacientes com idade maior ou igual a 80 anos.

Além disso, pacientes que tenham historia familiar desse cancer nos
parentes de primeiro (pai e irmdos) e segundo grau (avo e tios) chegam a ter 8
vezes mais chance de desenvolver a doenga (Tulinius ef al. 1992). Este relato
e a maior prevaléncia destas neoplasias em certas areas geograficas sugerem a
influéncia de fatores genéticos associados a fatores ambientais no
aparecimento do cancer de prostata.

A incidéncia do cédncer de prostata e a taxa de mortalidade variam
também de acordo com a distribuigdo geografica e a raga dos pacientes. A
incidéncia mais baixa foi encontrada no Oriente, chegando a 0,8 e 3,4 novos
casos por 100.000 habitantes por ano, respectivamente, na China e no Japio
(Buck 1995). E a mais alta foi encontrada na populagiio afro-americana com
136 casos por 100.000 habitantes por ano (Buck 1995).

Além disso, a diagndstico tardio desse tipo de céncer prende-se a

fatores como a falta de informagdo da populagdo leiga, a falta de campanha




dos orgdos de saude e, principalmente, o preconceito em relagdo ao exame

fisico da prostata (toque digital).

1.4. Etapas do Diagnéstico Clinico:

O rastreamento de anomalias prostaticas ¢ realizado principalmente
por trés etapas: o exame fisico da prostata (toque retal), dosagem do antigeno
prostata especifico (PSA) e ultra-sonografia da prostata transretal (Figura 2).

A American Cancer Society, juntamente com a American Urology
Association, recomendam a realizagdo anual do toque retal ¢ da dosagem do
PSA em todos homens a partir de 50 anos (Chamberlain ef al. 1996, Selly et
al. 1996). Nos grupos de alto risco, como em homens com historia familiar
desta neoplasia, as avaliagdes devem iniciar aos 40 anos de idade
(Chamberlain e al. 1996, Selly ef al. 1996).

Caso exista alguma suspeita de anomalia prostatica é indicado que os
pacientes sejam submetidos a bidpsia.

O estadiamento clinico ¢ o resultado histopatologico dos pacientes
com cancer de prostata ¢ de fundamental importancia para o planejamento
terapéutico. No estadiamento clinico utiliza-se a classificagdo de Whitmore-
Jewett (Whitmore 1965, Jewett 1975, Hermanek & Sobin 1987) e também a
classificagdo TNM 92 (Srougi 1998) (Anexo 1).

A analise histopatologica da neoplasia é baseada no sistema Gleason
(1977). Este sistema valoriza o padrdo glandular e a relagfo entre as glandulas
e o estroma prostatico classificando os tumores em cinco graus, sendo grau 1
as lesdes mais diferenciadas e as de grau 5 as mais indiferenciadas. Como o
adenocarcinoma da prostata apresenta mais de um padrdo histolégico, o
diagndstico final na escala de Gleason ¢ dado pela soma dos graus de padrio

primério (4rea predominante) ¢ do padrdo secundério (4dreas de menor
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representatividade). Assim as neoplasias mais diferenciadas sdo classificadas

como 2 (1+1) e as mais indiferenciadas grau 10 (5+5) (Anexo 2).

TOQUE RETAL
| ANORMAL NORMAL
|| vLTRA-SOM PSA
E
BIOPSIA ﬂ & I
ANORMAL
> dng/mL) NORMAL

pe—

J

ULTRA-SOM TOQUE RETAL
E E
BIOPSIA PSA ANUAL

Figura 2: Esquema usado no rastreamento clinico do cincer de

prostata.
Fonte: Walsh & Worthington 1998

1.5. Mecanismo de Regulacio Geral da Préstata

O hipotalamo produz o hormdnio de liberagdo da gonadotropina
(GnRH) que estimula a hipofise anterior a secretar o horménio luteinizante
(LH) e o horménio foliculo-estimulante (FSH). O FSH estimula a
espermatogénese ¢ 0 LH estimula no testiculo as células de Leydig a produzir
o horménio masculino, testosterona (Guyton & Hall 1997, Walsh &
Worthington 1998, Griffiths & Morton 1999). Apés a liberagdo da
testosterona na corrente sanguinea, ela entra nas células por difusdo passiva e

¢ transformada em So-dihidrotestosterona (DHT) pela agdo da 5a-redutase




(Walsh & Worthington 1998, Griffiths & Morton 1999). A DHT complexa-se
ao receptor de androgeno (AR) e este complexo liga-se a sitios especificos da
molécula de DNA, participando na regulagdo da transcricio de genes

responsaveis pela homeostase da glandula (Walsh & Worthington 1998).

2. CALICREINAS

2.1. Definigoes:

As calicreinas sdo um grupo de serino proteases encontradas em
diversos tecidos e fluidos bioldgicos (revisadas por Bhoola et al. 1992,
Yousef & Diamandis 2001). O termo calicreina fo1 introduzido na década de
30 por Kraut er al. (1930) e Werle (1934) (apud Yousef & Diamandis 2001)
os quais acharam altos niveis da proteina no pancreas (em grego, Kallikreas).
Esta designag¢do é usada para definir enzimas que atuam sobre uma molécula
precursora, o cininogénio, para liberar um peptideo bioativo, a cinina
(Clements 1989, Bhoola et al. 1992, Yousef & Diamandis 2001).

Os termos cininase e cininogenase sdo usados, respectivamente, para
nomear enzimas que inativam cininas e para descrever a a¢io das calicreinas

na transformacdo do cininogénio (Yousef & Diamandis 2001).

2.2. Evoluc¢io das Serino Proteases

As serino proteases sdo divididas dentro de duas principais familias
_ evolutivas, as sermno proteases semelhante as tripsinas e as pro-proteinas
convertases semelhante as subtilisinas, as quais supostamente evoluiram por
convergéncia (Creighton 1993 apud Yousef & Diamandis 2001). Acredita-se
que as serino proteases tipo tripsinas evoluiram de um gene ancestral comum

que no curso da evolugdo duplicou-se dando origem a outros genes, e que




gradualmente estes genes sofreram mutagdes originando as proteases

relatadas atualmente (Yousef & Diamandis 2001).

2.3. Cininogénio e Cininas

Trés tipos de cininogénios tém sido descritos em mamiferos
(Habermann 1963 apud Bhoola et al. 1992, Jacobsen 1966, Suzuki et al.
1967): 0o HK (cininogénio de alto peso molecular), forma predominante no
sangue; o LK (cininogénio de baixo peso molecular), encontrado no sangue e
em varios tecidos; e cininogénio-T (proteina que ocorre apenas em ratos).

De maneira geral € aceito que as calicreinas teciduais (exceto as de
ratos e camundongos) formem a calidina (Lys-bradicinina) a partir do LK, ¢ a

calicreina plasmatica forme a bradicinina a partir do HK (Miiller-Ester]l 1989)

(Figura 3).

CALICREINA TECIDUAL

/

CININOGENTO - Met — Lys — Arg — Pro — Gly — Phe — Ser — Pro — Phe — Arg — Ser-X

CALIDINA

CALICREINA PLASMATICA

/

CININOGENIO — Met ~ Lys — Arg — Pro — Gly — Phe — Ser — Pro — Phe — Arg — Ser-X

BRADICININA

Figura 3: Esquema representando a formagdo de cininas por agfio das
calicreinas plasmatica e teciduais na molécula de cininogénio. A letra X
representa a cadeia leve do cininogénio na regiio COOH-terminal.

Fonte: Bhoola et al. 1992.
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As cininas sdo peptideos vasoativos que influenciam em numerosos
processos biologicos (Bhoola ef al. 1992). Sdo hipotensivas, aumentam a
permeabilidade vascular, participam da contragdo do musculo liso da arvore
broncopulmonar, intestino e utero, ¢ aumentam a mobilidade dos
espermatozoides. Nas células promovem o transporte de glucose e cloreto,

liberam neurotransmissores, ativam a fosfolipase A2, ¢ estimulam os

osteoclastos.

As diferentes cininas, quando produzidas, sdo inativadas
imediatamente por peptidases, cininases, encontradas no sangue e tecidos
(Erdss 1990 apud Bhoola et al. 1992). As duas principais familias de
cininases sio a cininase I (KI), composta pela carboxipeptidase N (CPN) e
pela carboxipeptidase M (CPM); e a cininase II (KII), composta pela enzima

conversora de angiotensina I (ECA) e pela endopeptidase 24.11 (neprilisina).

2.4. Classificaciio das Calicreinas

As calicreinas sdo divididas em dois grupos principais (Fiedler 1979,
Movat 1979), pois diferem quanto ao seu peso molecular, ponto isoelétrico,
substrato especifico, caracteristicas imunoldgicas, tipos de cininas liberadas e

importancia funcional.

2.4.1. Calicreina Plasmatica

A calicreina plasmatica ou fator de Fletcher (simbolo oficial-KLKB1)
¢ codificada por um unico gene localizado no cromossomo 4, na regido 4q35
(Yu et al. 1998). Tal gene € composto por 15 exons e codifica para uma
proteina que atua no cininogénio de alto peso molecular liberando a

bradicinina.




Tal calicreina tem fungdes na coagulagdo sangiiinea, regulacdo do

tonus vascular e em reagdes inflamatorias (Bhoola er al. 1992).

2.4.2. Calicreinas Teciduais

As calicreinas teciduais compdem uma familia multigénica que
apresentam caracteristicas génicas e protéicas similares (Tabela 1)
(Diamandis ¢t al. 2000a, Yousef & Diamandis 2001). O termo calicreina
tecidual ndo se restringe apenas a descrigdo de enzimas capazes de liberar
cininas a partir do cininogénio, pois apenas as enzimas hKI (calicreina
renal/pancreatica) e hK2 (calicreina glandular humana 1) exibem esta
habilidade eficientemente ou em menores proporg¢des, respectivamente (Frey
et al. 1950 apud Bhoola et al. 1992, Deperthes et al. 1997, Charlesworth ef al.
1999).

O termo calicreina tecidual engloba genes que apresentam as
seguintes similaridades (Diamandis et al. 2000a): sdo colocalizados na mesma
regido cromossomica (cromossomo 19, regido q 13.3-13.4) em um arranjo
linear; codificam para serino proteases com uma triade catalitica conservada
(histidina, aspartato e serina); apresentam 5 exons codificantes (alguns
membros desta familia apresentam um ou mais exons nio traduzidos) e 4
introns; as fases intronicas, localizagdo do intron dentro do exon, sdo
completamente conservadas sendo, nesta ordem, intron fase 1 (ocorre depois
do primeiro nucleotideo do cddon), intron fase II (ocorre depois do segundo
nucleotideo do codon) e intron fase O (ocorre entre coédons); possuem
seqiiéncias homologas, no DNA (4cido desoxirribonucléico) e na proteina,
que variam de 30% a 80% de homologia; € na sua maioria sdo regulados por
hormdnios esteroides.

A familia de genes das calicreinas teciduais humanas foi descoberta na

década de 80, sendo que esta era composta por apenas trés genes, o KLK]1




(codifica a hK1 ou calicreina pancreatica/renal), o KLK2 (codifica a hK2 ou
calicreina glandular humana 1) e o KLK3 (codifica a hK3 ou PSA) (Evans et
al. 1988, Riegman ef al. 1989a, Qin el al. 1991, Richards er al. 1991,
Riegman e/ al. 1992). Posteriormente, quinze novos genes desta familia foram
descobertos (Diamandis et al. 2000a, Yousef e/ al. 2000, Yousef &
Diamandis 2001).

As calicreinas teciduais foram isoladas e identificadas em varios
tecidos (Werle & Korsten 1938 e Frey ef al. 1950 apud Mahabeer & Bhoola
2000, Gan ef al. 2000, Harvey ef al. 2000), sendo que as suas atividades
enzimaticas e imunoreagOes foram demonstradas em glandula submandibular
(Mason ef al. 1983, Ashley & MacDonald 1985a, 1985b), pancreas (Ashley &
MacDonald 1985b, Wolf et al. 1998), rim (Figueroa ef al. 1988, Cumming ef
al. 1994, Naicker et al. 1999), bago (Chao ef al. 1984, Wolf er al. 1998),
glandula pituitaria (Jones et al. 1992), placenta (Hermann er al. 1996),
glandulas salivares (Hofmann ef al. 1983, Jenzano er al. 1992, Wolf er al.
1998), hipotalamo (Snyman ef al. 1994), neutrofilo (Figueroa & Bhoola 1989,
Naidoo et al. 1999), e cérebro (Chao er al. 1983, 1987, Raidoo er al. 1996,
Raidoo & Bhoola 1998).



Tabela 1: Porcentagem de homologia protéica entre os membros da familia multigénica das calicreinas teciduais humanas.

HKI1 hK2 hK3 hK4 hK35 hK6 hK7 HKS hK9 hK10 hK11 hKi12 HK13 hK14
hK1 100 67 62 34 31 37 37 36 35 31 36 27 37 39
hK2 100 77 34 33 41 38 38 36 33 36 27 41 40
hK3 100 34 33 36 37 36 34 31 34 26 40 38
hK4 100 45 36 43 35 31 29 35 25 35 40
hK5 100 36 38 38 38 33 39 25 38 39
hK6 100 38 42 36 34 38 32 46 45
hK7 100 40 33 36 36 28 38 41
hK8 100 42 40 42 33 41 44
hK9 100 33 49 29 37 40
hK10 100 35 31 34 35
hK11 100 30 41 40
hK12 100 31 30
hK13 100 43
hK14 100

Fonte: Harvey ef al. 2000.




2.4.2.1. Nomenclatura Oficial das Calicreinas Teciduais

A primeira nomenclatura proposta para as calicreinas teciduais de
roedores e outros animais fol sugerida por Berg e colaboradores em 1992.
Posteriormente, a Human Genome Organization (HUGO) propés um guia
para a nomenclatura dos genes humanos, alguns membros das calicreinas
foram classificadas junto com outras serino proteases usando-se o prefixo
PRSS (serino protease).

A construgdo do mapa detalhado do loco das calicreinas teciduais
humanas (Diamandis es al. 2000a, Yousef & Diamandis 2000, Yousef et al.
2000) permitiu uma designagdo mais racional para os simbolos oficiais dos
genes desta familia gerando um consenso para a melhor forma de

nomenclatura (Tabela 2) (Diamandis et al.2000b).
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Tabela 2: Nomenclatura oficial das calicreinas teciduais humanas

Simbolo Oficial do Simbolo comum do Gene Simbolo Oficial da Outros nomes/simbolos para a proteina
Gene™” Proteina
KLKl1 KLK1 hK1 Calicreina pancreatica/renal, hPRK
KLK3 KLK3 hK3 Antigeno prostata especifico, PSA
KLK2 KLK2 hK2 Calicreina Glandular Humana 1, hGK1
KLK4 PRSS17, KLK-L1, KLLK4 hK4 Prostase, proteina KLK-L1, EMSP1
KLKS5 KLK-L2 hKS Proteina KLK-L2, HSCTE
KLK6 PRSS9 hK6 Zime, protease M, neurosin
KLK7 PRSS6 hK7 HSCCE
KLKS PRSS19 hK8 Neuropsin, ovasin, TADG-14
KLK9 KLK-L3 hK9 Proteina KLK-L3
KLK10 PRSSL1, NES1 hK10 Proteina NESI1
KLK11 PRSS20 hK11 TLSP/hipostasin
KLKI12 KLK-L5 hK12 Proteina KLK-LS
KLK13 KLK-L4 hK13 Proteina KLK-L4
KLK14 KLK-L6 hK14 Proteina KLK-L6
KLK15 s hK15

® Os genes estdo representados na ordem que estio no cromossomo 19q 13.3-13.4 do centrémero para o telémero.
® O nome das siglas estdo a seguir: hPRK (calicreina humana pancreatica/renal), hGK1 (calicreina glandular humana 1), KLK-L (atividade enzimatica semelhante a calicreina),
EMSPI1 (serino proteinase 1 de matriz), HSCTE (enzima triptica do estrato cérneo humano), HSCCE (enzima quimotriptica do estrato cérmeo humano), TADG-14 (gene-14

diferencialmente expresso associado a tumor), NESI (gene 1 especifico de células epiteliais normais), TLSP (serino protease semelhante a tripsina), PRSS (serino protease),
PRSSL (semelhante a serino protease).

Fonte: Diamandis ef al. 2000 b. Yousef er al.2000.



2.4.2.2. Organizagio do Loco Génico das Calicreinas Teciduais

A disponibilidade das seqiiéncias gendmicas ao redor da regido 19
q13.3-13.4, originadas pelo Progeto Genoma Humano, permitiu uma correta
localizagdo dos quinze genes da familia das calicreinas teciduais humanas
com uma precisdo de mais ou menos 1 nucleotideo (Figura 4) (Yousef ef al.
2000).

O gene vizinho mais proximo do KLK1, regido centromérica, é o gene
da fosfatase acida testicular (ACTP-GenBank acesso n°® AF321918) nio
considerado como calicreina, e o mais proximo do KLLK 14, regido telomérica,
¢ o gene Siglec 9 (receptor transmembrénico da superfamilia das
imunoglobulinas), que tambem ndo ¢ uma calicreina (Foussias G et al. 2000

apud Yousef & Diamandis 2001).

2.4.2.3. Associa¢io das Calicreinas com doencas humanas

As calicreinas teciduals vém sendo estudadas e associadas com os
mais variados tipos de doengas humanas. A tabela 3 resume as principais
funcdes das calicreinas associadas a tumores, suas implicagdes em doengas, e
seu tecido de maior expressdo (Diamandis ef al. 2000a, Yousef & Diamadis

2001).



1,501

23,209
3

13319 ¢
KLK2

26,73

32,568

5,860

6,333

12,127

2,145

4,535

3,435

1,568

Centrdmero

i

KLK1
4.640

j

KLK15
6.206

KLK
5.846

KLKS
5.674

KLK9

7.122

v

KLK10
5.427

v
KLK11
5.310
W
KLK12
5.801

21,315

»

v
KLK13
8.905

12,897

KLK14
6.349

43,187

Siglec 9
5.424

Teldomero

Figura 4: Representagdo esquematica da distribuigdo da
familia multigénica das calicreinas teciduais humanas,
regido 19q 13.3-13.4, em aproximadamente 300 quilobase
(kb). A dire¢do da transcricdo de cada gene esta ilustrada
pela seta rosa. As caixas representam os genes com seus
respectivos nomes e comprimento genémico em pares de
bases (pb). A distancia entre os genes esta descrita entre
as caixas em pb. A figura ndo esta representada em escala

de tamanho.
Fonte: Yousef et al. 2000.
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Tabela 3: Resumo geral das principais fungdes das calicreinas teciduais associadas a tumores, suas aplicagdes em doencas e seus tecidos de maior

expressao.
Gene Tecido (s) de maior expressio Possiveis Funcdes em doencas tumorais Doencas de maneira geral
KLK1 Pancreas, rim, glandulas salivares Inflamagges, pancreatitis,
metabolismo Osseo, doengas cardiacas,
doengas renais, cincer.
KLK2  Proéstata Gene coexpresso com o KLK3 em tecidos e secre¢les de mama, superexpresso em Cancer de prostata e de mama.
tumor de préstata, ativador da pro-forma do hK3, regulagio de fatores de crescimento.
KLK3 Préstata Indugdio de apoptose, redugdo de proliferagio celular, redugdo do potencial Cancer de prostata e de mama.
tumorigénico de linhas celulares tumorais, regulagdo negativa em cancer de mama e
prostata, inibidor de angiogénese, anticarcinogénico, regulagio de fatores de
crescimento.
KLK4 Prostata. Hormonalmente regulado e expresso em tecido de mama e prostata, fungSes em Cancer de ovdrio.
metistase 6ssea regulacio de fatores de crescimento.
KLK35 Mama, cérebro, testiculo, pele Cancer de ovério.
KLK6 Sistema nervoso central, rim, Utero  Regulado negativamente em tecido de mama e principalmente em focos metastaticos. Cancer de mama, cancer de ovario,
Doenga de Alzheimer.
KLK7 Pele. sistema nervoso central. rim, Superexpresso em carcinomas ovarianos. Queratinizagdo patoldgica, psoriase,
mama cancer ovariano.
KLK8 Sistema nervoso central, pele, Superexpresso em carcinomas ovarianos. Injirias no sistema nervoso central,
ovario epilepsia, cincer ovariano.
KLK9 Timo, testiculo, traquéia, sistema
nervoso central
KLK10 Mama, ovario, testiculo, prostata ~ Regulado negativamente em cancer, anula a habilidade de células tumorais crescerem Céncer de mama, cincer de prostata.
de maneira independente de ancoragem, diminui a proliferagfo ceclular, supressor de
tumor
KLK11 Cérebro, pele, glandulas salivares,
estdmago, utero, pulmio, timo,
prostata, bago, figado, intestino,
traquéia
KLK12 Glindula salivar, estdmago. ttero, Cancer de mama.
taquéia, prostata, timo. pulmdio,
colo, cérebro, mama, tiredide.
KLK13 Mama, prostata, glandulas Cancer de mama.
salivares, testiculo
KLK14 Sistema nervoso central Céancer de mama.
KLK15 Tiredide, glandulas salivares, Cancer de prostata.
prostata
Fonte: Diamandis e al. 2000a. Yousef & Diamandis 2001.




Genes KLK2Z e KLK3 frente ao CAncer de Prostata

.U)

L. Antigeno Préstata Especifico (PSA ou hK3)

“

(o

d.1. Ca racterizacio

O PSA foi caracterizado como uma glicoproteina de 30 a 36 KDa, em
1979, em tecido prostatico normal, hiperplasico e tumoral, liquido seminal, e
©m sangue de pacientes com céancer de prostata (Wang er af. 1979, Wang er
al. 1981). Na metade da década de 80 revelou-se que o PSA possuia uma
friade catalitica conservada com histidina (His), aspartato (Asp) e serina (Ser),

sendo esta descoberta a responsavel pela inclusdo do PSA na familia das

Serino proteases (Ban et al. 1984).
A proteina ¢ secretada no lumem dos ductos prostaticos e esta

Presente em altos niveis no liquido seminal (Wang et al. 1979), contudo nio &
Xclusiva da prostata (Diamandis & Yu 1997). Quantidades minimas extra
Prostaticas foram encontradas (Diamandis & Yu 1995, Diamandis & Yu
1997, Diamandis 1998) em tecidos de mama normal e tumoral (Diamandis er
al. 1996a, Zarghami & Diamandis 1996, Howarth et af. 1997), leite de
lactantes, fluidos de mama com cisto (Yu & Diamandis 1995a, Diamandis e
al. 1996b), fluido aminidtico (Yu & Diamandis 1995b), fluido aspirado de
Mamilo (Sauter e al. 1996) e em varios outros tipos de tumores (Levesque e
al. 1996). A interferéncia do PSA extra prostatico na analise clinica do cancer

de prostata, analises sorologicas e imunohistoquimicas, parece ser minima

(Rittenhouse et al. 1998).
A elevagdo do PSA no soro de pacientes com cancer de prostata ndo

¢ deve a mutagdes no gene, pois ndo foi encontrada nenhuma mutacio em
tecido prostatico tumoral quando comparado com o normal (Baff ef o/ | 996).

Entretanto, foram encontrados nove tipos diferentes de formas variantes de
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transcritos do gene (Riegman et al. 1988, Riegman et a 1989b, Heuze er g/

1999, Tanaka er al. 2000). Desses variantes, cinco foram estudados e resultan;
de: sitio aceptor de splicing alternativo e retengdo de parte do introg 3

- &Crando proteinas truncadas (Riegman et al. 1988, Riegman er o] 1989b)"

Splicing alternativo do intron 4 gerando uma pré-pr6-PSA variante (Heuze e;
al. 1999); e uma delegdo no exon 3 resultando na perda de 44 aminoacido

(Tanaka er al 2000). S
O RNAm (4cido ribonucléico mensageiro) do gene KLK3 ¢ traduzido

I uma pré-pro-proteina de 261 aminodcidos, uma seqiiéncia hidrofilica sinaj
de 17 aminoacidos (pré-pro-regiio) e um pré-pepetideo de 7 aminoécidos,

que deve ser processada resultando na proteina madura de 237 aminoacid
0s

(Figura 5) (Lundwall & Lilja 1987).

Pré-pro-PSA

:

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser
Pro-PSA

Val Thr Trp He Gly Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser
PSA maduro

Arg Ile Val Gly Gly Trp Glu ...

Figura 5: Representagdo esquematica da proteina pré-
pro-PSA. As respectivas setas e cores indicam o inicio e
término da seqiiéncia de aminodcidos que compdem o
pré-pro-PSA.

Fonte: Kumar ef al. 1997.




3.1.2. Atividades Enzimiticas e Ac¢des Fisioldgicas

O antigeno prostata especifico tem fungdes substrato especificas como
a quimotripsina (Ban et al. 1984, Watt et al. 1986, Akiyama et al 1987,
Christensson et al. 1990). Esta fungdo difere das calicreinas de maneira geral,
elas tém atividade como tripsina, por uma substituicio de Ser por Asp na
posicdo 183. O residuo de Ser, nesta posigdo, é essencial Para coordenar o
sitio catalitico da enzima, pois direciona a especificidade enzimatica como
tripsina.

Os maiores focos do estudo das fungdes do PSA sio no liquido
seminal, devido a sua presenga em altas concentragdes (Wang ef al. 1979).
Acredita-se que o PSA tenha fungdes na liquefagdo do codgulo seminal apos a
ejaculagio, pois participa da rapida hidrolise da seminogelina I, II e
fibronectina, produzidas pela vesicula seminal, e desta forma, acentua a
mobilidade dos espermatozoides (Lilja 1987, Lilja et al. 1989).

O PSA tem mostrado ser capaz de clivar e inativar o fator de
Crescimento semelhante a insulina ligado a proteina 3 (IGFBP-3) (Cohen er gf
1992). A inativagdo do IGFBP-3, particularmante no local de metdstase
Prostatica, poderia aumentar a disponibilidade de fatores de crescimento
Semelhante a insulina (IGFs) altamente mitogénicos e desta forma, estimular
O crescimento do tumor. Em contraste, outros trabalhos apontam o PSA como
uma molécula inibidora de crescimento celular, anticarcinogénica, indutora de

apoptose, e portanto, uma molécula supressora de tumor (Diamandis et g/

2000a, Diamandis 2000).
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3.2. hK2

3.2.1. Caracteriza¢cao

Schedlich e colabaradores (1987) isolaram o DNA gendmico do
KLK2 de 52 Kb e determinaram que 0 genc codifica para uma pré-pro-
proteina hK2 de 261 aminoécidos. A proteina madura é de 237 aminodcidos e

de homologia com a hK1 e a hK3, respectivamente.

o PSA, a hK2 ndo ¢ apenas encontrada no tecido

tem 66% ¢ 80%

Assim como

prostatico, estando presente também em mama, tireoide, gldndulas salivares e

diversos fluidos biologicos (Cat

Magklara ef al. 1999a, Black et al. 2000).
O KLK2 possui duas mutagGes, uma encontrada no DNA gen6mico

alona et al. 1991, Lovgren ef al. 1999a,

(Herrala et al. 1997), ¢ a outra em linhas celulares prostaticas tumorais
92). A mutagdo encontrada no DNA gendémico é uma
de citosina (C) por timina (T) na posigdo 792, que

va. Contudo, a associagdo dessas mutagdes com

(Young et al. 19
mutagdo de ponto, {roca
resulta em uma proteina inati
o cancer de prostata é desconhecida.

Foram encontradas seis formas variantes
man ef al. 1991a, Liu ef al. 1999). Dessas formas,

de transcritos do KLK2

(Schedlich et al. 1987, Rieg

duas foram mais estudadas e 30 resultados de: um sitio doador de splicing no
intron 4, resultando em um transcrito com 37 nucleotideos adicionais

(Riegman ef al. 1991a), ¢ de uma d

e 4 (Liu ef al. 1999). Os dois tipos d
4l 1991a, Liu et al. 1999).

elegdo de 13 nucleotideos entre os exons 3

e transcritos resultam em proteinas

truncadas (Riegman ¢
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3.2.2. Atividades Enzimaticas e Acdes Fisiologicas

A primeira idéia da atividade da hK2 foi obtida a partir da sua
purificagdo do liquido seminal por cromatografia (Deperthes et al. 1996,
Frenette ef al. 1997a). A hK2 tem atividade enzimatica semelhante a tripsina,
e apesar desta atividade comum com a hKl, elas possuem especificidades
distintas para substratos especificos derivados de serpinas (Bourgeois ef al.

1997). Além dessas atividades, 3 hK?2 exibe baixa atividade de cininogenase,

sendo esta 1000 vezes menor que a da hK1 (Deperthes et al. 1997), e ¢

incapaz de clivar peptideos de angiotensina 1 a 14, ndo exibindo atividade

semelhante a quimotripsina (Mikolajezyk et al. 1998).

Uma mutagdo na hK2, gerada pela substitui¢do de alanina por valina

(A 217 V), proxima ao local de ligagiio ao substrato reduz a eficiéncia da

atividade catalitica da enzima (Vihinen 1994, Bridon & Dowell 1995). Um

estudo in vitro, desta mutagdo, mostra que a hK2 tem capacidade de

autoativagdio, contudo, quando a enzima ¢ mutante (A 217 V) esta capacidade

¢ perdida (Mikolajezyk ef al. 1997a).

Assim como o PSA, a hK2 é capaz de clivar seminogelina I, IT e

fibronectin
nais rapida que a do PSA e ¢ em diferentes sitios (Deperthes et

a, sO que em residuos de arginina semelhante a tripsina, sendo esta
?

clivagem 1
al.1996). T

rapidamente

ambém tem sido demonstrado que esta ¢ capaz de clivar, mais
que o PSA, os IGFBPs, sugerindo fungdes similares aquelas
sugeridas para 0 PSA (Dube & Tremblay 1997). Além disso, a hK2 tem
20.000 vezes mais atividade de protease que O PSA (Mikolajgzyk et dl
1997b, 1998).

I2 possivel que
s ela é capaz in vitro de ativar a pro-forma do PSA (244

a hK2 exiba agao fisiologica sinérgica na regulagio da

ativagio do PSA, poi

residuos de aminoacidos), tranformando-o em PSA maduro (237 residuos de

aminoacidos) (Kumar ef al. 1997, Lovgren et al. 1997, Takayama et al. 1997).
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O ativador plasminogénio tipo urocinase (uPA) é associado com a
invasio do cancer de prostata e metastase (Achbarou er al. 1994, Lyon er al.
1995). Esta proteina ¢ sintetizada na forma zimogénica e requer sua ativagdo
por outras enzimas para adquirir suas fungdes biologicas. Uma vez ativado, o
uPA atua na geragdo de plasmina a partir do plasminogénio, e esta esta
relacionada com ativagdo de fatores de crescimento (Achbarou e al. 1994,
Lyon ef al. 1995). A hK2 ativa i1 vitro a forma zimogénica do uPA,
cia na cascata proteolitica extracelular das células

/ al. 1997b, Takayama ef al. 1997).

sugerindo ter influén

prostaticas tumorais (Frenette ¢

Foi encontrado que quantidades normais de zinco na prostata inibem

reversivelmente a atividade da hK2, contudo esta regulagdo pode ser

prejudicada por alteragoes tumorais (Lovgren et al. 1999D).

3.3. Formas Moleculares do PSA e da hK2

Varias formas moleculares do PSA e da hK2 tém sido 1dentificadas

em tecido prostatico, fluidos bioldgicos e em sistemas de expressdo celular

recombinantes (McCormack el al. 1995, Rittenhouse ef al. 1998, Lilja 2001):

a pro-forma (zimogénica ou inativa), a madura, a degradada e a complexada

com inibidores de proteases.

Tanto o PSA como a hK2 formam complexos com os membros da

familia de inibidores serpinas (oq-antiquimotripsina-ACT, o oy-inibidor de

protease-AP], op-antiplasmina, antitrombina III, e o imbidor de proteina C-

PCI)e coma o,-macroglobulina (MG) (Rittenhouse ef al. 1998).

No tecido prostatico, ambos PSA e hK2 sdo quase que inteiramente

livres, contudo diferem na forma livre predominante, madura para o PSA e

zimogénica para a hK2 (Rittenhouse éf al. 1998). No liquido seminal o PSA

livre compreende de 50% a 70% da sua forma enzimatica intacta ativa e 30%



a 50% na forma clivada inativa (Zhang e/ al. 1995). Ja a hK2 encontra-se
complexada com o PCI em quantidades quase que iguais a forma livre
(Deperthes ef al. 1995). No sangue, 0 PSA complexado com ACT representa
80% do PSA sorologico total e as formas clivadas representam uma pequena
porcentagem (Mikolajezyk ef al.1997b). Apenas a forma complexada com

ACT ¢ encontrada no sanguc, entretanto a complexada com PCl € ausente

(Rittenhouse et al. 1998).

Os complexos formados com a MG ndo sao detectados pelos métodos

de imunoensaios comerciais, pois 0 seu tamanho encobre epitopos do PSA ou

da hK2 (Lilja 2001). Porém, 08 baixos niveis desse complexo in vivo se deve

as rapidas taxas de sua eliminagdo através de receptores especificos do

sistema hepatico (Mast ef al. 1991 apud Rittenhouse ef al. 1998). O MG tem

maior eficiéncia em se complexar com o PSA na corrente sanguinea do que o

ACT (Mikolajczyk ef al. 1997b).

O PSA livre no sangue pode ser resultado de trés formas: o clivado ou

degradado, o ndo clivado mas desnaturado, ¢ o zimogénico ou pro-PSA

(Rittenhouse et al. 1998). O PSA livre ¢ a forma inativa, que ndo pode

complexar-se, € compreende de 5% a 45% do PSA em circulagdo (Lilja

2001), sendo que 30% deste PSA livre ¢ representado pelo PSA degradado

(Chen et al. 1997).

3.4. Separacio das calicreinas hK2 e PSA pela glindula prostatica

A separagao das calicreinas hK2 e PSA pela glandula prostatica ¢

rigorosa, com um milhdo de vezes mais PSA e dez mil vezes mais alta
2

concentragdo da hk2 no tecido prostatico €
es ef al. 1995, Finlay e al. 1998). A prostata saudavel tem

liquido seminal que na circulagio

sangiiinea (Deperth

varias barreiras fisicas que quase completamente previnem a liberagdo do

PSA e da hK2 para o sangue, contudo quando estas barreiras sdo rompidas
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por traumas fisicos ou doengas (HPB, NIP, prostatite, transformagdes

malignas e outras) essas calicreinas sdo liberadas em maiores quantidades do

compartimento glandular para a corrente sangiiinea (Rittenhouse ef al. 1998).

A elevagdo delas no sangue é forte indicio de doengas prostaticas ou traumas

(Rittenhouse et al. 1998).

Tanto o PSA quanto a hK2 sao traduzidas nas formas de pré-pro-

proteinas (Lundwall & Lilja 1987, Schedlich et al. 1987). O pré-pré-peptideo

PSA tem um peptideo sinal (pré
peptideo direciona a proteina para atravessar a membrana do reticulo

onde este € clivado gerando a pro-proteina PSA

-peptideo de 17 aminodcidos), este pré-

endoplasmatico,
(McCormack et al 1995). O pro

a membrana plasmatica por ond
-peptideo € retirado e 0 PSA encontra-se na

_PSA é transportado por meio de vesiculas até

e é secretado para o interior dos ductos

prostaticos, neste momento 0 pro
forma ativa (McCormack éf al 1995). O PSA que cai na corrente sangiiinea,

quando na forma inativa ¢ retirado de circulagdo pelos rins, e quando esta na
forma ativa, complexado com ACT, ¢ retirado por receptores de serpinas no
o endotelial celular, quando complexado

figado e por receptores 1o reticul
1 1988 apud McCormack ef al

com MG (Travis & Salvesen 1983, Pizzo et a
1995).

E possivel que a hK2, levando-se em consideragdo que € sintetizada

o ) os caminhos descritos aci
em uma pré-pro-proteina, passe pelos mesm na para

0 PSA.

3.5. Aplicacdes Clinicas

O teste do PSA sangiineo ganhou enormes aplicagdes clinicas devido

Sua capacidade em quxiliar na detegdo precoce do cancer de prostata (Large er

al. 1989, Catalona ¢! al.

sorologicas do PSA, aplicadas a0

1991, 1994, Qesterling 1991). As medidas

diagnostico de pacientes com cancer de
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prostata, foram estabelecidas precocemente na década de 80 e aprovada pelo

Food and Drug Administration (FDA) para o monitoramento em 1986
(Rittenhouse ef al. 1998).

A detecgdo do tumor prostatico pelo PSA permite encontrar muitos

homens com cAncer de prostata confinado ao oOrgdo e potencialmente

curdveis. Entretanto, alguns homens com apenas hiperplasia prostatica

benigna seriam submetidos a uma bidpsi
sorologico entre 4 ¢ 10 ng/mL estdo em uma faixa de medida critica pois

-positivos (Rittenhouse ef al. 1998). Além disso, valores abaixo

a desnecessaria. Os valores de PSA

detectam falso
de 4ng/mL ndo asseguram a auséncia do tumor, pois 22% dos pacientes com
tumor localizado aprese
1997). O teste do PSA, co

indicagdo de bidpsia da prostata, m
a 90%, sensibilidade de 58% a 92%, especificidade de

ntam valores mais baixos do que este (Catalona et al.
m o valor de corte acima de 4 ng/mL, para

ostra para um grande niimero de pacientes

uma precisdo de 56%

40 % a 84%, valor preditivo positivo de 31% a 54% e valor preditivo negativo

de 88% a 98% (Brawer & Kirby 1998).

Varios calculos € algoritimos tém sido feitos com o intuito de acentuar

a aplicagdo do teste do PSA no cincer de prostata, sao eles: o calculo da

velocidade de crescimento do PSA com avango das patologias prostaticas

(Carter ef al. 1992), da densidade do PSA
), e das medidas do PSA para idades especificas (Oesterling et al.

(Seaman ef al. 1993, Benson &

Olsson 1994
1993),
Além desses calculo
moleculares do PSA (livre ou €
proporgio de PSA livre pelo PSA t

pacientes tem demonstrado uma
antendo-se uma boa sensibilidade clinica (Catalona 1997). A

s, Varios trabalhos tém sido feitos com as formas
omplexado) no sangue. A determinagio da
otal (porcentagem de PSA livre) nos
reducdio do numero de bidpsias
desnecessarias m

porcentagem de PSA livre pode informar sobre a agressividade do tumor
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(Carter ef al. 1997, Arcangeli ef al. 1998, Pannek e¢f al. 1998), bem como

separar os pacientes com tumor dos pacientes com HPB, pois nestes essa

porcentagem é maior (Stenman e/ al. 1991).
O uso da dosagem da hK2 sorologica como uma ferramenta adicional

a dosagem do PSA para a diagnostico precoce de céncer de prostata tem
melhorado o trabalho clinico (Kwiatkowski ef al. 1998). A concentragio da

hK2 no sangue de pacientes cOmM cancer de prostata € maior do que em

individuos com HPB. Em contraste, a porcentagein de PSA livre ¢ maior em
pacientes com HPB, desta forma, 0 USO combinado da propor¢io hK2 pelo

PSA livre melhora a detecgdo do cancer de prostata (Kwiatkowski et al.

K2 por PSA livre € mais alta em pacientes com CaP

r et al. 1998, Magklara er al. 1999b,

1998). A proporgdo de h

do que em individuos sem tumor (Becke
Becker e al. 2000a, 2000, Haesen &/ al. 2000, Nam ef al. 2000). Entretanto,

ndo ¢ possivel separar CaP Jocalizado de metastatico usando esta propor¢do

(Becker ef al, 2000b, Haesen ef al. 2000).

Como a liberagdo de células epitelials prostaticas para a corrente

sangiiinea é um evento raro © propiciado por alteracdes no arranjo glandular

prostatico. O fato dos RNAm dos ge
las epiteliais prostaticas associado a técnicas de

nes KLK2 e KLK3 serem achados quase

que exclusivamente em c€lu

biologia molecular muito sensiveis, como a PCR (reagdo em cadeia da

polimerase) e suas variag0es (RT-PCR Semi-nested), permitem a detecgio de

uma célula prostatica em um milhdo de células sangiiineas (Rittenhouse et al.

1998). Estudos in vitro indicam que duas células tumorais circulantes por mL

a difundir um tumor por dissemina¢do

et al. 1995), e que de 20 a 30% dos

de sangue parecem ser o suficiente par

hematogena (Liotta ef al. 1974 apud Loric
ados sofrem recorréncia devido a células nio

tal. 1997).

cAnceres prostaticos localiz

detectaveis em circulagdo (Corey ¢
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Os resultados produzidos por RT-PCR (transcrigao reversa-reagdo em
cadeia da polimerase), em casos pré-operatorios, por analises combinadas dos
genes KLK2 e KLK3 indicam que o limite de detecgdo de ambos ¢ parecido
(Corey et al 1997), contudo em casos de estudos Pos-ciriirgicos o KIK?
mostra-se como sendo um melhor marcador para tumores agressivog (Shariat
el al. 2002). Levando-se em consideragdo que a concentragdo do RNAm do
KLK2 ¢ menor que do KLK3, resultados positivos apenas para o KLK?

indicam uma regulagdo positiva desse gene e negativa para o KLK3 (Corey er

al. 1997),
Aplicagdes de formas variantes da PCR também siio interessantes no

estudo de tratamentos com a terapia hormonal. As respostas para a terapia
anti-androgénica e a expressio do RNAm do KLK2 sdo correlacionadas, em
Contraste com a do KLK3, indicando que 0 KLK2 é um marcador para o
S¢reening correto do cancer de prostata (Kawakami er al. 1997). Contudo,
eXxistem controvérsias quanto a presenca e a quantidade de expressdo desses
Mmarcadores quando comparados individuos horménio-dependentes com
horménio-independentes (Ylikoski et al. 2001, Ylikoski et al. 2002),

Apesar dos resultados animadores apontados acima deve ficar claro
que as técnicas de biologia molecular ndo sdo capazes somente de detectar
c€lulas tumorais prostaticas com potencial metastitico, mas também células

que ndo tém este potencial gerando o falso-positivo (Sokoloff er a/ 1996).

3.6. Expressio Tecidual dos genes KLK2 e KLK3

A concentragdo do RNAm do KLK2 corresponde de 10% a 609, da

concentragio do RNAm do KLK3 em tecido prostatico humano (Chapdelaine

el al. 1988 Henttu ef al. 1990, Young ef al. 1992). Contudo essas expressdes

variam com o aparectmento de doengas prostaticas. A literatura apresenta g
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expressio dos genes KLK2 e KLK3 em tecido prostatico com anomalias de

forma ambigiia.
O gene KLK3 parece ser mais expresso em tecidos benignos quando

comparados com malignos (Pretlow ef al. 1991, Darson et al. 1997, Herrala et

al. 2001, Magklara ef al. 2000a, Qiu ef al. 1990), além disso acredita-se que
as baixas expressdes do KLK3 em tecido tumoral estdo associadas com o

desenvolvimento de tumores potencialmente mais agressivos (Stege et al.

2000). Entretanto outros trabalhos mo
expressdo do gene KLK3 em tecidos com as patologias CaP e HPB (Gallee er

al. 1990, Henttu et al. 1990, Hakalahti et al. 1993). Contudo, Darson e

stram que ndo existe diferenca de

colaboradores (1999) detectaram pot imunohistoquimica, usando anticorpos

mono e policlonais, maiores concentra
benigno, ¢ sugeriram que 0S resultados ambiguos de expressdo se devem as

entre o PSAea hK?2 produzidas por anticorpos policlonais.

KLK3, a expressao do KLK2 tem resultados

cdes de PSA em tecido tumoral que em

reagdes cruzadas
Assim como O

controversos, estudos imunohistoquim
com o avango patologico do cancer de prostata (Darson er al. 1997, 1999,

Entretanto, foi encontrada maior expressao para o gene

icos apontam a superexpressdo do gene

Herrala er al. 2001).
em tecido benigno comparad
Henttu e colaboradores (1990) apontam

0 gene em tecido benigno comparado com o mal
es resultados dubios varias especulagbes sdo

o com o maligno (Magklara et al.2000a), ja
nenhuma diferenga de expressdo para

1gN0.

Para explicar est
propostas. Primeiro, as diferencas discrepantes entre os niveis de RNAm e

proteico, obtidos por diferentes técnicas, talvez possam ser explicadas devido

a eventos, que ocorrem em tecidos tumorais, que possam mascarar epitopos
importantes para 0 reconhecimento de anticorpos (Herrala ef al.2001). Tais
eventos incluem processamentos heterogéneos na regido N-terminal gerando
isoformas (Herrala ¢! al. 1998 apud Herrala ¢/ al.2001) e irregulares




elicosilagdes proteicas (Huber ¢f al. 1995 apud Herrala et al.2001). Segundo,

como a hK2 ativa a pro-forma do PSA (Kumar ef al. 1997, Lovgren el al.
1997, Takayama et al. 1997) e este tem fi
(Diamandis et al. 2000a, Diamandis 2000), talvez altas concentragGes da hK2

para impedir a progressao do tumor (Herrala er

m¢do de supressor de tumor

induzam a agiio do PSA

al.2001). Entretanto, a0 mesmo tempo as baixas expressdes do KLK3 com o

avango do céncer de prostata podem estar associadas com o perda da sua

funcdo de supressor de tumor (Magkalara ef al. 2000a).

3.7. Regulagiio Hormonal dos genes KLK2 e KLK3

Tanto KLK2 como O KLK3 sio hormonalmente regulados por

androgenos (Young ef al. 1992, Murtha et al. 1993). Entretanto, a regulagdo

da expressio desses genes ndo ¢ apenas e
autderinos € paracrinos sugerindo um mecanismo de

diada por androgenos, mas

também por fatores

controle de expressao muito complexo (Young et al. 1995, Sadar et al. 1999).

Além disso, variagbes na expressdo dos
ciada desses genes (Darson et dl.

genes na prostata indicam uma

regulagdo diferen 1999). Diferentes
linhagens celulares tumorais de mama exibiram padroes de expressdo

distintos para varios receptores nucleares co-reguladores e ¢ possivel que os

niveis relativos de expressdo desses co-ativadores ou CO-TEpressores possam

diferencialmente modular a atividade transcricional do AR dentro da regido

LK3 (Magklara ef al. 2002).

promotora dos genes KLK2 € K
rés AREs (elementos de resposta a

O promotor do KLK3 possul t

androgenos) (Riegman ¢/ al. 1991b, Cleutjens ef al. 1996, Schuur ef al. 1996)

e 0 promotor do KLK2 do
Magklara et al. 2000b). Esses ARE

< AREs (Riegman el dl. 1991a, Murtha ef al. 1993,
s sdo necessarios para a regulagdo positiva

ndrogenos mostrados in vilro em linhagens celulares tumorais

dos genes por a
ha ef al. 1993). Entretanto, foram

prostaticas na regido 5° do promotor (Murt




encontrados outros elementos de resposta a hormonios esterdides, diferentes

do andrégeno, proximos a regido promotora dos genes oferecendo bases

ressdo desses genes em tecidos extra prostaticos que

tenham receptores de esterdides (Shan ¢/ al. 1997).
e os AREs do KLK2 tém maior resposta

moleculares para a exp

Ha evidéncias de qu

androgénica que os ARES do KLK3 sugerindo que existem outras regides

regulatorias do promotor do KLK3, pois a quantidade de RNAm desse gene ¢

bem superior ao do KLK2 (Rittenhouse e al. 1998). Além disso, 0 KLK2 e o

KLK3 sdo superexpressos €m linhagens celulares tumorals prostaticas

androgenos dependentes comparadas com androgenos independentes

(Riegman et al. 19914, Vaarala ef al. 2000). Uma das principais diferengas

entre as respostas androgénicas € nao androgénicas em linhagens celulares

tumorais prostaticas € a presensa efetiva do receptor de androgeno em celulas

tes (Riegman ¢f al. 1991a, 19
AR, capazes de ativar esses genes (Sadar et

horménio dependen 91b), bem como a presenga

de outras vias, independentes do

al. 1999),
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CAPITULO
ANALISE MOLECULAR
DA EXPRESSAO DOS GENES KLK2 E KLK3
E SUAS IMPLICACOES NO DIAGNOSTICO
DO CANCER DE PROSTATA
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RESUMO

O céncer de prostata (CaP) tem se manifestado como uma das causas mais comuns de
doengas entre homens mais velhos. E o segundo tipo de cancer mais diagnosticado nos
Estados Unidos e no Brasil apos o cancer de pele, ndo melanoma. O rastreamento de
anomalias prostaticas ¢ realizado principalmente por trés etapas: o exame fisico da prostata
(toque retal), dosagem do antigeno prostata especifico (PSA) e uitra-sonografia da prostata
transretal, e posteriormente bidpsias confirmatérias. O uso de marcadores moleculares que
possibilitem a detecgdo precoce e o diagnostico clinico do tumor aumentam as chances de
cura dessa patologia. Este trabalho tem por objetivos estudar a expressdo dos genes KLK2
e KLK3 em tecido prostatico e do gene KLK2 em sangue periférico de pacientes
diagnosticados com cancer de prostata (CaP) ou hiperplasia prostatica benigna (HPB), e
avaliar se genes sdo potenciais marcadores para aplicagdes no rastreamento clinico. O uso
da RT-PCR multiplex semi-quantitativa possibilitou estimar as expressdes dos genes
KLK2 e KLK3 em tecido prostatico tumoral ou hiperplasico, demonstrando que o KLK2 é
melhor marcador molecular tecidual, quando comparado com o KLK3, para separar os
grupos CaP e HPB, apantando a expressao do KLK2 maior em tecido tumoral quando
comparado com HPB. Em aplicagdes clinicas, as analises teciduais para 0 KLK2 passam a
ter importancia quando o valor limitrofe de 0.6 (60% da expressdo do gene constitutivo) é
alcancado, notando-se que individuos com valor médio igual ou excedente a este limite
possuem um risco aumentado em 15 vezes de ter ou desenvolver o tumor, e um risco
aumentado em 7 e 45 vezes quando uma ou as duas regides analisadas de tecido,
respectivamente, sdo positivas para esse valor. Ao analisar qualitativamente o KLK2 em
sangue periférico por RT-PCR semi-nested (presenga ou auséncia do gene) foi possivel
separar individuos com CaP de individuos com HPB, detectando-se um risco aumentado
de 6 vezes para a presenga do tumor prostatico quando a expressdo do gene foi detectada.
Nesta pesquisa as analises teciduals para o KLK2 apontam 81% de precisio, 86% de
sensibilidade, 71.4% de especificidade, 86% de valor preditivo positivo e 71% de valor
preditivo negativo. Para os estudos em sangue periférico foram obtidos: 67% de precisio,
59% de sensibilidade, 82% de especificidade, 87% de valor preditivo positivo ¢ 50% de
valor preditivo negativo. A analise conjunta dos dados permite propor um novo
rastreamento clinico e molecular para o tumor prostatico. O diagnostico molecular do CaP,
considerando sangue e biopsia, tem 92% de precisdo, considerando a detecg¢do no sangue e
nas biopsias. Quando combinados com o PSA sorolégico e o anatomo-patoldgico este
acerto tende a tornar-se maior e mais Seguro.
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ABSTRACT

The prostate cancer (PCa) has become one of the most important and common diseases in
elderly men. It is the second diagnosed cancer in Brazil and in USA after the melanoma
cancer. The tracing of prostatic anomalies is done by physical examination (digital exam),
laboratory analysis of the prostate specific antigen (PSA) and the trans-rectum ultrasound,
followed by confirmatory biopsies. The molecular markers utilization in clinical
procedures may improve the diagnosis through an early detection of prostate cancer,
increasing the chance of cure. This investigation aimed analysing gene expression levels of
KLK2 and KLK3 (PSA) in both peripheral blood and prostate biopsies of patients with
prostate cancer and benign prostatic hyperplasia (BPH). A semiquantitative multiplex RT-
PCR was used to estimate transcriptional levels of KLK2 and KLK3 genes in prostate
tissues, for which it has been demonstrated that only KLK2 was able to discriminate PCa
from BPH. Clinical applications of this result may have important implications to the
diagnostics. A 0.6 boderline limit (greater than 60% of the constitutive gene expression
level) in biopsies had an odds ratio of 15, favorable to the tumor development. The
borderline limit obtained for one or two biopsies of the same patient presented a risk factor
of 7 and 45, respectively. The qualitative analysis to the KLK2 in the peripheral biood by
semi-nested RT-PCR (presence or absence) has allowed discrimination between PCa and
BPH patients, with a calculated risk 6 times greater for the tumor presence. This work of
KLK2 expression levels in prostate tissues had an estimated accuracy of 81%, sensisitivity
of 86%, specificity of 71.4%, predictive positive value of 86%, and predictive negative
value of 71%. In the peripheral biood the precision was 67%, sensitivity of 59%,
specificity of 82%, predictive positive value of 87% and predictive negative value of 50%.
The combined analysis of the KLLK2 in blood and biopsies has permitted a new proposal
for clinical examination routine. The molecular diagnostic had a precision of 92%,
considering the detection in blood and in biopsies. The association of serum PSA,
histological analyses and molecular markers may provide a more accurate diagnostic.



S5

1. INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP’) tem se manifestado como uma das causas
mais comuns de doengas entre homens mais velhos. E o segundo tipo de
cancer mais diagnosticado nos Estados Unidos e no Brasil apos o cancer de
peie, ndo melanoma (Griffiths & Morton 1999, INCA 2002) e a segunda
causa de morte em homens (Coffey 1993, Albright & Eeles 1995) depois do

cancer de pulmdo (Griffiths & Morton 1999).
O rastreamento de anomalias prostaticas ¢ realizado principalmente

por trés etapas: o exame fisico da prostata (toque retal), dosagem do antigeno
prostata especifico (PSA) e ultra-sonografia da prostata transretal. Caso exista
alguma anomalia prostatica ¢ indicado aos pacientes biopsia. Quando o tumor
€ detectado nas biopsias ¢ de fundamental importincia o estadiamento clinico

¢ o resultado histopatologico dos pacientes para o planejamento terapéutico

adequado.
O PSA (antigeno prostata especifico) foi caracterizado como uma

glicoproteina de 30 a 36 KDa, em 1979, em tecido prostitico normal,
hiperplasico e tumoral, liquido seminal, e em sangue de pacientes com cancer
de prostata (Wang ef al. 1979, Wang et al. 1981). A proteina é secretada no
limem dos ductos prostiticos e esta presente em altos niveis no plasma
seminal (Wang et al. 1979), contudo ndo € exclusiva da prostata (Diamandis
& Yu 1997). Foram encontradas quantidades minimas extra prostética
(Diamandis & Yu 1995, Diamandis & Yu 1997, Diamandis 1998). Entretanto,
a interferéncia do PSA extra prostatico em analises clinicas do céncer de

prostata, analises soroldgicas e imunohistoquimicas, parece ser minima

(Rittenhouse er al. 1998).
Os maiores focos de estudos das fungdes do PSA sdo no liquido

seminal devido sua presen¢a em altas concentragdes (Wang el al. 1979).



Acredita-se que o PSA tenha fungdes na liquefagdo do coagulo seminal apos a
ejaculagio participando da rapida hidrolise da seminogelina 1, 1I e
fibronectina (Lilja 1987, Lilja ef al. 1989). Também tem mostrado ser capaz

de clivar e inativar o IGFBP-3 (fator de crescimento tipo insulina ligado a
proteina 3) (Cohen et al 1992) e portanto, indiretamente, estimular o
crescimento de tumor por disponibilizar outros fatores de crescimento. Em

contraste, outros trabalhos apontam 0 PSA como uma molécula inibidora de

arcinogénica, indutora de apoptose e portanto, uma

andis 2000, Diamandis ef al. 2000).

crescimento celular, antic

molécula supressora de tumor (Diam
O PSA faz parte do grupo das calicreinas que sdo serino proteases

encontradas em diversos tecidos ¢ fluidos biologicos (Bhoola et al. 1992,

Yousef & Diamandis 2001). As calicreinas sdo classificadas em dois grupos

principais (Fiedler 1979, Movat 1979): a calicreina plasmatica ¢ as calicreinas

teciduais. As teciduais compdem uma familia multigénica, para a qual quinze

genes ja foram descritos (Diamandis ef al. 2000, Yousef et al. 2000, Yousef

& Diamandis 2001), que apresentam similaridades génicas e proteicas

¢ al. 2000, Yousef & Diamandis 2001).
enes, trés foram mais bem caracterizados: o

(Diamandis e

Dentre esses quinze g
KLK1 (codifica a hK1 ou calicreina pancreatica/renal), o KLK2 (codifica a
hK?2 ou calicreina glandular humana 1) e 0 KLK3 (codifica a hK3 ou PSA)

(Evans ef al. 1988, Riegman et al. 1989, Qin et al. 1991, Richards ef al. 1991,

Riegman ef al. 1992).

Assim como o PSA, a hK2 ndo € apenas encontrada no tecido

prostatico, foi estudada em mama, tireoide, glandulas salivares e diversos

fluidos biolégicos (Catalona ef al 1991, Lovgren ef al. 1999, Magklara ef al.

1999, Black et al. 2000). E capaz de clivar seminogelina I, 11 e fibronectina

(Deperthes e/ al.1996), e tambem tem mostrado ser capaz de atuar, mais

rapidamente que o PSA, sobre os IGFBPs (fatores de crescimento tipo
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insulina ligados a proteinas) sugerindo fungdes similares aquelas sugeridas
para o PSA (Dube & Tremblay 1997). A hK2 ativa jn viro g forma
zimogénica do uPA (ativador plasminogénio tipo urocinase) sugerindo ter
influéneia na cascata proteolitica extracelular das células tumorais prostéticas
(Frenette er al. 1997, Takayama ef al. 1997), visto que o uPA est3 associado
com a mvasdo do cincer de prostata e metéstase (Achbarou ef al. 1994, Lyon
el al. 1995). E também possivel que a hK2 exiba fungéo fisiolégica sinérgica
ha regulagdo da ativagdo do PSA, pois ela € capaz in vitro de ativar 3 pro-
forma do PSA tranformando-a em PSA maduro (Kumar er al. 1997, Lovgren
et al. 1997, Takayama ef al. 1997).

A busca por marcadores moleculares que possam auxiliar no
rastreamento de anomalias prostaticas ¢ de fundamental importancia, haja
Visto que, atualmente os métodos sdo invasivos ¢ envolvem o preconceito
masculino, o que dificulta a chance de um diagndstico precoce. Portanto, este
trabalho tem por objetivos: estudar a expressao dos genes KLK2 ¢ KLK3 em
tecido prostatico e do gene KLK2 em sangue periférico de pacientes
diagnosticados com adenocarcinoma prostatico (CaP) e hiperplasia prostatica
benigna (HPB), ¢ avaliar se esses genes sio potenciais marcadores

moleculares para aplicagdo no rastreamento clinico de anomalias prostaticas.
C
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2. PACIENTES E METODOS

2.1. Obtencio das amostras

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e foi aprovado peio Comité de
Etica em Pesquisa da UFU, numero 005/2001 (Anexo 3). As amostras de
sangue periférico e tecido prostdtico foram coletadas no Hospital de Clinicas
da UFU pela equipe médica e ambulatorial do setor de Urologia, mediante
autorizagdo dos pacientes, os quais assinaram um Termo de Consentimento
(Anexo 4). O procedimento de coleta fot realizado dentro da rotina do setor

cirlirgico, sem causar desconforto adicional aos pacientes.

Apos coleta, o material foi levado para o Laboratorio de Genética

o .
Molecular da UFU e armazenado a —80°C para posterior processamento.
Todas as técnicas de manipulagdo do material bioldgico seguiram as normas

do Cédigo de FEtica Médica. Os pacientes foram identificados por seus

nimeros de prontuarios.
No presente trabalho foram estudados 42 pacientes, sendo 14 HPB, 15

CaP localizado (de pTla a pT2c¢) e 13 CaP metastatico (de pT3a a pT4b) com
idade média de 69 anos (estadiamento dos adenocarcinomas-Anexo 1). Para
cada paciente foram retirados fragmentos de duas regides adjacentes da
prostata, escolhidos macroscdpicamente, obtidos apds os procedimentos
cirugicos. Dos 84 tecidos analisados, 56 tecidos tinham alteragdes
morfologicas (adenocarcinoma prostatico), obtidos por prostatectomia radical,
¢ 28 tinham alteragdes benignas na prostata (HPB), obtidos a partir de
ressecgdo transuretral da prostata (RTU).

Além disso, dos 42 individuos que tiveram seu tecido analisado, 33, dos
quais 11 eram HPB e 22 adenocarcinoma, tiveram sangue periférico pré-

operatorio coletado em tubo tipo vacutainer’™ contendo K2EDTA 7.2 mg.



2.2. Extracio de RNA total de Sangue Periférico ¢ Tecido

O RNA (4cido ribonucléico) total foi extraido da camada de leucocitos
de sangue periférico e macerado de tecido, utilizando-se o Reagente TRIZOL
(INVITROGEN), conforme protocolo otimizado no Laboratorio de Genética
Molecular da UFU e segundo recomendagdes do fabricante (Anexo 5).

O padro do RNA foi verificado em gel de agarose 1,2% por 1,0 hora
a 100 Volts em tampdo TBE 0,5X (450 mM de Tris, 450 mM de &cido bdrico,

10 mM EDTA, pH 8,0), corado com 0,5 mg/mL de brometo de etidio e, em
seguida, visualizado no sistema de videodocumentac¢ido-VDS (PHARMACIA

BIOTECH).
A quantificagio do RNA foi realizada no espectrofotdmetro
Ultrospech 1000 de luz ultravioleta (PHARMACIA) a um comprimento de

onda de 260 nm. Apés visualizagdo, o material foi estocado a -80°C.
2.3. RT-PCR Multiplex Semi-quantitativa no Tecido Prostatico

2.3.1. Transcri¢io Reversa (RT-sintese do cDNA)

A transcrigdo reversa foi realizada para cada amostra de RNA obtida
do tecido prostatico, utilizando ] ng de RNA total, 10 U (unidade) de inibidor

de RNase (INVITROGEN), 40 U de MMLV-RT (AMERSHAM

PHARMACIA), 1x de Tampao da MMLV-RT (AMERSHAM

PHARMACIA), 200 uM de cada dNTP (desoxirribonucleotideos trifosfato-
dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 6 uM de oligonucleotideos hexameros como

primers randémicos. O volume final de cada reacdo foi completado para 20

uL com agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato).
A solugdo foi incubada em termociclador PTC-100 (MJ RESEARCH

INC.) a 37°C por | hora e aquecida a 95°C por 5 minutos para desnaturagio
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do hibrido RNA-cDNA e também para inativacdo da enzima MMLV-RT.
Uma reagiio controle foi realizada utilizando agua ao invés de RNA para
verificar possiveis contaminantes provenientes dos reagentes.

ApOs a transcrigdo reversa, as amostras foram estocadas a -20°C, para

Posterior amplificagdo.

2.3.2. PCR multiplex Semi-quantitativa (co-amplificagio do ¢cDNA por
PCR-reaciio em cadeia da polimerase)

O produto da transcrigdo reversa (¢cDNA) foi co-amplificado por PCR

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

homologia apenas com 0 RNAm do gene em estudo (KLK2 ou KLK3) e do

gene constitutivo -2 microglobulina.
O gene constitutivo foi utilizado como controle interno da reagdo para

caracterizar a qualidade do RNA e da reagdo, além de normalizar os niveis de
expressdo do gene alvo.
2.3.2.1. PCR multiplex Semi-quantitativa para 0 RNAm do gene KLK2

O produto da transcri¢do reversa (cDNA) foi co-amplificado por PCR
em termociclador PTC-100 (MJ RESEARCH INC.). Para cada reagdo foram
utilizados 2 uL de cDNA, sintetizados na transcrigdo reversa, 200 uM de cada
dANTP (AMERSHAM PHARMACIA); 0,4 uM do par de primer KLK2 e 0,96
UM do par de primer $-2M (Tabela 1.1) , 2,0 mM de MgCl, (PROMEGA),
1,5 U de Taq DNA polimerase (PHONEUTRIA); 1x do tampdo da Taq
(PHONEUT RIA) e o volume final foi completado para 25 pl, com dgua ultra-
pura. A mistura foi aquecida a 95°C por 3 minutos, seguida de 29 ciclos a
95°C por 30 segundos, 59°C por 40 segundos e 72°C por 40 segundos e uma

extensdo final de 10 minutos a 72°C. A reagdo de controle foi realizada
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seguindo os mesmos procedimentos citados acima, s6 que com 2 ulL

provenientes da reagdo de controle negativo da RT.

Tabela 1.1.: Segiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores da PCR para os genes KILK2

(primer KLK2) e 32 — microglobulina (primer 3-2 M).
Regides de anclamento Fragmento

Primers Sequéncia 5’ - 3 )
dos primers esperado
B-2 M *!:
AGC AGA GAA TGG AAA GTC
S
ense Exon 2 534 pb
. TGT TGA TGT TGG ATA AGA
Antisense Exon 4
GAA
KLK2:
- CAG CAT CGA ACC AGA GGA 341 ¢ 378 pb
V 2
Sense * Exon 3 4
GT
ACT AGA GGT AGG GGT GGG Exon 5

Antisense *3
AC

*'- seqiincias dos primers descritas por Bussemakers ef al. 1999.
*2: desenhado no laboratério por meio do software Primer Designer (versdo 2.0) ¢ do softwarc OligoTech

(versdo 1.0).
*3: seqiiéncia de primer descrita por Gan et al. 2000.
¥ 0 fragmento de 378 pb ¢ resultado do splicing alternativo descrito por Riegman ef al. 1991.

Para realizagdo da PCR multiplex semi-quantitativa, foi necessario
determinar o nimero ideal de ciclos de PCR para que a co-amplificagio
estivesse na fase exponencial e para isso foram feitas reagdes, de dois
pacientes com CaP escolhidos ao acaso, variando o nimero de ciclos de 25 a
31. A mistura foi amplificada conforme descrito acima e os tubos das reagdes
foram sendo retirados do termociclador, em duplicatas, nos respectivos ciclos:
25,27,29 e 31. Todos os tubos foram recolocados no termociclador para uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Apbs a co-amplificagdo, 10 ul de cada produto de PCR misturados

com 2uL de loading dye (12,5 mg de azul de bromofenol, 4,0 g de sacarose e
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5,0 mL de 4gua) foram analisados, por eletroforese, em gel de agarose 2,0%

por 1,5 hora a 100 volts em tampdo TBE 0,5x (450 mM de Tris, 450 mM de
acido borico, 10 mM EDTA, pH 8,0). Os géis foram corados com 0,5 mg/mL
de brometo de etidio €, em seguida, visualizados e fotografados pelo sistema

de videodocumentagdo-VDS (PHARMACIA BIOTECH).

2.3.2.2. PCR multiplex Semi-quantitativa para o RNAm do gene KLK3

O produto da transcrigdo reversa (cDNA) foi co-amplificado por PCR
em termociclador PTC-100 (MJ RESEARCH INC.) nas mesmas condi¢des de

reagdo utilizadas para a PCR multiplex semi-quantitativa do KLK2. As

seqiiéncias dos primers estdo nas tabelas 1.1 ¢ 1.2.

Tabela 1.2.: Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores da PCR para o gene KLK3

(primer KLK3).
Regides de anelamento  Fragmento
Imers Aal y _ 77 .
Prime. Sequéncia 5’ -3 dos primers esperado
KLK3 *:
TGT GCG
Sense TCC AAT GAC GTG TG Exon 4 226 pb
CA
Antisense CCT TGA TCC ACT TCC GGT Exon 5
AA

*T sequiencias dos primers descritas por Jaakkola ef al. 1995.

Os mesmos procedimentos usados para a determinagdo da fase
exponencial para o semi-quantitativo do KLK2 foram usados para o KLK3.

Apds a co-amplificagfio, 10 uL de cada produto de PCR misturados
com 2uL de loading dye (12,5 mg de azul de bromofenol, 4,0 g de sacarose ¢
5,0 mL de 4gua) foram analisados, por eletroforese, em gel de agarose 1.5 %
por 45 min a 100 volts em tampdo TBE 0,5x (450 mM de Tris, 450 mM de
acido borico, 10 mM EDTA, pH 8,0). Os géis foram corados com 0,5 mg/mL
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e, em seguida, visualizados ¢ fotografados pelo sistema

HARMACIA BIOTECH).

de brometo de etidio

de videodocumentagdo-VDS (P

2.3.3. Densitometria Otica

Os amplicons gerados a partir das amostras de adenocarcinoma e de

HPB, tanto para Os genes KLK2 e KLK3 como para o gene -2
microglobulina foram analisados e quantific
Sticas, no programa [mage Master VDS Software versdo 2.0, e as leituras

foram submetidas a razdo de RNAm do gene em estudo (KLK2 ou KLK3)

B-2 microglobulina para obter a abundancia relativa do gene

ados, quanto as suas densidades

pelo RNAm da
estudado (KLK2 ou KLK3) nas amostras.

2.4. RT-PCR Semi-nested em Sangue Periférico

2.4.1. Transcri¢io Reversa (RT-sintese do c¢DNA)

A transcrigio reversa foi realizada para cada amostra de sangue

conforme descrito para a RT-PCR multiplex semi-quantitativa no tecido.
O uso de primers randémicos na transcrigdo reversa permite que a

mesma reacdo usada para detectar 0 gene de interesse (KLK2) seja usada na
amplificagdo do gene constitutivo (B-2 microglobulina). Desta forma ¢
possivel saber a qualidade do RNA utilizado, bem como s¢ a reagao de RT foi

satisfatoria.

Ap6s a transcrigdo reversa, as amostras foram estocadas a -20°C para

posterior amplificagao.
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2.4.2. PCR-OQut (primeira amplificacio por PCR)

O produto da transcrigdo reversa (¢cDNA) foi amplificado por PCR
utilizando-se primers-out (externos) para o gene KLK2 (Tabela 1.1). Para
cada reagdo, 2 ul. de ¢cDNA foram amplificados em um volume final de 25
pL contendo: 200 uM de cada ANTP (AMERSHAM PHARMACIA); 0,4 uM
do par de primer externo, 1,5 mM de MgCl, (PROMEGA); 1,5 U de Taq
DNA polimerase (PHONEUTRIA); 1x do tampéo da Taq (PHONEUTRIA) e
o volume final foi completado com 4gua ultra-pura. A mistura foi aquecida a
95°C por 3 minutos, seguida de 25 ciclos a 95°C por 30 segundos, 66°C por
40 segundos e 72°C por 40 segundos ¢ uma extensdo final de 10 minutos a
72°C. A reagdo controle negativo foi realizada a partir de 2 pL da reagéio

controle da RT.
Todas as amostras foram amplificadas para o gene constitutivo B-2

microglobulina em um volume final de 25 pL de reago, utilizando-se 2 L
provenientes da RT, 0,4 uM do par de primer -2 M (Tabela 1.1), 200 pM de
cada ANTP (AMERSHAM PHARMACIA); 1,5 mM de MgCl, (PROMEGA);
1,5 U de Tag DNA polimerase (PHONEUTRIA); 1X do tampdo da Taq
(PHONEUTRIA) e o volume final foi completado com dgua ultra-pura. A
mistura foi aquecida a 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos a 95°C por 30
segundos, 58°C por 40 segundos € 72°C por 40 segundos e uma extensio final
de 10 minutos a 72°C.

Apoés a amplificagdo do gene constitutivo, 10 pL de reagio,
misturados com 2uL de loading dye (12,5 mg de azul de bromofenol, 4,0 g de
sacarose e 5,0 mL de agua), foram analisados, por eletroforese, em gel de
agarose 1,5 % por 45 min a 100 volts em tampao TBE 0,5x (450 mM de Tris,
450 mM de acido bérico, 10 mM EDTA, pH 8,0). Os géis foram corados com
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0,5 mg/mL de brometo de etidio e, em seguida, visualizados ¢ fotografados

pelo sistema de videodocumentagdo-VDS (PHARMACIA BIOTECH).

2.4.3. PCR Semi-nested (segunda amplificaciao por PCR)

O produto resultante da primeira amplificagdo para o gene KLK?2, foi
reamplificado por PCR utilizando-se um primer interno (Semi-nested) aos
fragmentos (Tabela 1.3). No Semi-nested utiliza-se, portanto, o primer

antisense usado na PCR-Out e um primer sense que anela mais interno ao

primer out.

Tabela 1.3.: Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores da PCR Semi-nested para o gene

KLK2.
. Regides de anelamento  Fragmento
Primers Sequéncia 5’ — 3 .
dos primers esperado
Semi-nested*": 324 ¢ 361 pb
2
Sense AGTTCTTGC GCCCCAGGAGT ~ Lxon3 e Exon4 )

*1- seqiiénia dos primers descritas por Gan et al. 2000.
*2. ¢ fragmento de 361 pb ¢ resultado do splicing altemativo descrito por Riegman et al. 1991.

Para cada reagdo, 2 pL de produto foram amplificados em um volume
final de 25 puL contendo: 200 pM cada de dANTP (AMERSHAM
PHARMACIA); 0,4 uM para o par de primers Semi-nested, 1,5 mM de
MgCl, (PROMEGA); 1,5 U de Taq DNA polimerase (PHONEUTRIA); 1x do
tampdo da Taq (PHONEUTRIA) ¢ o volume final completado com agua
ultra-pura. A mistura foi aquecida a 95°C por 3 minutos, seguida de 20 ciclos
a 95°C por 30 segundos, 62°C por 40 segundos e 72°C por 40 segundos € uma

extensio final de 10 minutos a 72°C. A reagfio controle negativo foi realizada

a partir de 2 uL da reagéo controle para a PCR-Out.
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Para calibrar o nimero ideal de ciclos a serem- utilizados na PCR
Semi-nested, afim de que os individuos com doengas benignas na prostata
dessem resultados negativos para a detecgdo do RNAm KLK?2 circulante,
foram feitas reagdes de PCR, de pacientes com CaP ¢ com HPB escolhidos ao
acaso, variando o numero de ciclos de 20 a 35. A mistura foi amplificada
conforme descrito acima, ¢ os tubos de reagdes foram sendo retirados do
termociclador nos respectivos ciclos: 20, 25, 30 e 35. Todos os tubos foram
recolocados no termociclador para uma extensio final de 10 minutos a 72°C.

Ap6s a amplificagdo, 10 uL do produto de PCR foram misturados
com 2 uL de loadind dye (12,5 mg de azul de bromofenol, 4,0 g de sacarose e
5,0 mL de 4gua) e analisados por ecletroforese em gel 2,0 % de agarose
(AMERSHAM PHARMACIA) por 1,0 hora a 100 volts em tampéo TBE 0,5x
(450 mM de Tris, 450 mM de 4cido bdrico, 10 mM EDTA, pH 8,0). Os géis
foram corados com 0,5 mg/mL de brometo de etidio e, em seguida,

visualisados ¢ fotografados no sistema Video Documentation System-VDS

(PHARMACIA BIOTECH).

2.5. Anilise Estatistica dos Dados

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para testar normalidade dos
dados das amostras de tecido (CaP ¢ HBP, n=42) para os genes KLK2 e
KLK3.

Aplicou-se regressdo logistica para determinar se os valores de
densidade Otica média, obtidas no tecido de cada paciente para 0 KLK2 ¢ o
KLK3, sdo capazes de predizer o CaP, ou seja, qual dos marcadores € capaz
de separar os grupos CaP e HPB, bem como estadiar o CaP em localizado ou
metastatico. Também foi usada para determinar se os dados obtidos no
sangue, quanto a presenga ou auséncia, para o marcador KLK?2, bem como os

valores do PSA bioquimico, dado obtido do prontudrio dos pacientes, sdo
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capazes de separar Os grupos CaP e HPB ou estadiar o CaP. Utilizou-se

também a regressdo logistica para combinar os dados obtidos no sangue

periférico e no tecido para determinar qual o valor final do diagnostico

molecular.
Apbs essas analises foi feito o teste de médias Kruskal-Wallis para
verificar se as abundéncias relativas de expressdo dos genes nas amostras

prostaticas CaP ¢ HPB diferem entre si. Os valores de p menores que 0.05

foram considerados significantes.
Baseando-se nos resultados da abundéncia relativa dos genes KLK2 e

KLK3 em tecido prostatico e das analises para a presenga do gene KLK2 em

sangue periférico dos pacientes foi calculado o risco relativo (odds ratio-OR)

para verificar a chance dos individuos em desenvolverem o adenocarcinoma

prostatico.
Considerando os resultados anatomo-patologicos (TNM) (Anexo 1),

o diagnéstico final (CaP ou HPB), foram realizados testes para

resposaveis pel
), sensibilidade (S), especificidade (E), o valor

determinar a precisio (P
preditivo positivo (VP+) e negativo (VP-
neste trabalho frente ao aconselhamento clinico (Anexo 6).

) das técnicas moleculares propostas
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3. RESULTADOS

O padrio do RNA obtido para a3 amostras foi de boa qualidade,
j0 por DNA (Figuras 1.1 e1.2).
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Figura 1.3A.: Otimizagdo do numero de ciclos da PCR para
a realiza¢do da RT-PCR multiplex Semi-quantitativa do gene
KLK2 em tecido prostatico. Reagdes em duplicatas
aumentando o niimero de ciclos: 25, 27, 29, 31 e apenas uma
rea¢do de 34 ciclos. M: representa o marcador molecular de
100pb, e a seta esta posicionada no fragmento de 500pb do
marcador. O fragmento da 3-2 microglobulina ¢ de 534pb e

do KLK2 de 341 e 378pb.
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Figura 1.3B.: Grifico com a média das densidades dticas dos
fragmentos amplificados para os genes KLK2 e -2 microglobulina
versus numero de ciclos de PCR.
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Figura 1.4A.: Otimizagdo do namero de ciclos da PCR para a realizagio da RT-
PCR multiplex Semi-quantitativa do gene KLK3 em tecido prostatico. Reagges
em duplicatas aumentando o nimero de ciclos: 25, 27, 29, 31. M: representa o
marcador molecular de 50pb e a seta esta posicionada no fragmento de 250pb do
marcador. O fragmento da 3-2 microglobulina € de 534pb e do KLK3 de 226pb.
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Figura 1.4B.: Grafico com a média das densidades oticas dos

fragmentos amplificados para os genes KLK3 e (-2
microglobulina versus numero de ciclos de PCR.

As figuras 1.5 A e B mostram, respectivamente, a RT-PCR multiplex
Semi-quantitativa do gene KLK2 para duas regides de tecido prostatico de
pacientes com CaP e HPB. Ja nas figuras 1.6 A e B estdo representados, da

mesma forma que para o KLK2, os resultados para o gene KLK3.
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Figura 1.5A.: RT-PCR multiplex Semi-quantitativa do gene KLK2 para duas regides
analisadas de tecido prostatico de pacientes com CaP. Cada ntmero, 1 a 4, representa
um paciente com suas duas regides prostaticas analisadas, representadas por A e B. M:
representa o marcador molecular de 50pb e a seta estd posicionada no fragmento de
350pb do marcador. C: representa o controle negativo de reagdo. O gene KLK2

corresponde aos fragmentos de 341 e 378pb e a -2 microglobulina de 534pb.
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Figura 1.5B.: RT-PCR multiplex Semi-quantitativa do gene KLK2 para duas regiges
analisadas de tecido prostatico de pacientes com HPB. Cada nimero, 1 a 5, representa
um paciente com suas duas regides prostaticas analisadas, representadas por A e B. M:
representa 0 marcador molecular de 50pb e a seta estd posicionada no fragmento de
350pb do marcador. C: representa o controle negativo de reagdo. O gene KLK2

corresponde aos fragmentos de 341 e 378pb e a B-2 microglobulina de 534pb.




Figura 1.6A.: RT-PCR multiplex Semi-quantitativa do gene KLK3 para duas
regides analisadas de tecido prostatico de pacientes com CaP. Cada nimero, 1 a 6,
representa um paciente com suas duas regides prostaticas analisadas, representadas
por A e B. M: representa o marcador molecular de 100pb e a seta esta posicionada no
fragmento de 500pb do marcador. C: representa o controle negativo de reagdo. O

gene KLK3 corresponde ao fragmento de 226pb e a 3-2 microglobulina de 534pb.

RT-PCR multiplex Semi-quantitativa do gene KLK3 para duas
regides analisadas de tecido prostatico de pacientes com HPB. Cada numero, 1 a 5,
representa um paciente com suas duas regides prostaticas analisadas, representadas
por A e B. M: representa o marcador molecular de 50pb e a seta esta posicionada no
fragmento de 200pb do marcador. C: representa o controle negativo de reagdo. O
gene KLK3 corresponde ao fragmento de 226pb e a B-2 microglobulina de 534pb.

Figura 1.6B.:
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Os valores obtidos para abundancia relativa de expressdo dos genes
KLK2 e KLLK3 ndo apresentam distribui¢do normal (KLK2, p<0.0001; KLK3,
p=0.0019).

Ao analisar, por regressdo logistica, os valores de densidade Otica
média de cada paciente, obtidas no tecido, para 0 KLK2 e o KILLK3, obteve-se
que apenas 0 KLLK2 foi um bom marcador para predizer o CaP nos pacientes
(KLK2 p=0.00001; KLK3 p=0.07981). Entretanto, este marcador ndo foi
habil para estadiar o tumor em localizado ou metastatico (KLK2 p=0.45). As
figuras 1.7A e B representam a distribuigdo dos pacientes, quanto a
abundancia relativa média dos genes KILLK2 e KLLK3, nos estadiamentos do

tumor (pT1, pT2, pT3 e pT4) e no HPB.
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Figura 1.7A.: O grafico representa a distribui¢io dos
individuos com CaP, nos estadiamentos do tumor (pT1, pT2,
pT3 e pT4), e com HPB quanto a abundéncia relativa média do
KLK2. A linha em vermelho representa o ponto de corte de 0.6.
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Figura 1.7B.: O grafico representa a distribui¢do dos individuos
com CaP, nos estadiamentos do tumor (pT1, pT2, pT3 e pT4), e
com HPB quanto a abundincia relativa média do KLK3.

Como o KLK2 mostrou-se um bom marcador tecidual para separar os
grupos CaP e HPB, ao aplicar o teste de médias Kruskal-Wallis determinou-se
que a abundéncia relativa média de expressdo do gene é significativamente
maior em tecidos de pacientes com CaP do que com HPB (p=0.0001).

O valor de 0.6, ou seja, 60% de expressdo do gene KLK2 em relagiio
ao gene constitutivo B-2 microglobulina, for indicado como o melhor valor
para provavel separagio de pacientes com CaP e HPB (Figura 1.8). Observa-
se que as maiores freqiiéncias dos homens com tumor prostéatico estdo nos
valores iguais ou acima de 0.6. Também foi notado que individuos com valor
médio igual ou excedente a 0.6 possuem um risco aumentado em 15 vezes de
desenvolver o tumor (Tabela 1.4), e um risco aumentado em 7 e 45 vezes
quando uma ou as duas regides analisadas de tecido, respectivamente, sdo
positivas para esse valor (Tabela 1.5).

De 42 pacientes analisados para o ponto de corte 0.6, 27 deram

resultados positivos, sendo 4 hiperplasias, 12 CaP localizados ¢ 11 CaP

metastaticos.
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Grafico da abundincia relativa média do gene

Figura 1.8.:
freqiiéncia de individuos classificados para o

KLK2 versus a
valor de corte 0.6.

a 1.4.: Risco relativo ao desenvolvimento do cancer de prostata

Tabel
a média relativa do gene KLK2.

relacionado a abundanci
Abundancia relativa do gene

Classe KLK2
<0.6 > 0.6
HPB (n) 0 4
CaP (n) 4 24
OR 1.00 15.0
95 % 1C (3.12-72.10)

OR-odds ratio (risco rclativo), IC-intervalo de confianga.
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Tabela 1.5.: Risco relativo ao desenvolvimento do céncer de
prostata envolvendo regides prostaticas que apresentam abundancia
relativa do KLK2 > 0.0.

Abundincia relativa do gene KLK2 > 0.6

Ciasse nenhuma regiio 1 regifio 2 regides
HPB 9 4 1
Cap 3 10 15
OR 1.00 7.5 45.0
95% IC (1.30-43.02) (4.04-500.71)

OR-odds ratio (risco relativo), IC-intervalo de confianga.

Com a utilizagdo do ponto de corte 0.6, obteve-se para a técnica 81%
de precisiio, 86% de sensibilidade, 71.4% de especificidade, 86% de valor
preditivo (+) e 71% de valor preditivo (-). Para os calculos, os pacientes
foram classificados de acordo com os valores médios obtidos para a
abundéncia relativa do KLK2 (Tabela 1.4 ¢ Anexo 6).

O numero de ciclos escolhido para a PCR Semi-nested, quanto a
presenga ou auséncia do gene KLK2 em sangue periférico de pacientes com
CaP ou HPB, foi 20 (Figura 1.9). Como mostrado, em nimero de ciclos
maiores do que este detectava-se a presenga do gene em todos os individuos
com qualquer alteragdo prostatica ndo sendo possivel a separagdo dos
individuos com tumor dos com HPB.

As figuras 1.10 e 1.11 representam, respectivamente, os resultados
obtidos em sangue periférico quanto a expressdo diferencial do KLK2 em
pacientes com CaP ou com HPB, e a amplificagdo do gene constitutivo para
os mesmos individuos validando a reagdo. De 33 sangues analisados, 15
deram resultados positivos, sendo 2 hiperplasias, 7 CaP localizados ¢ 6 CaP
metastaticos. Obteve-se 50% de falsos negativos no estadiamento pT1 (4

individuos), 40% no pT2 (2), 37.5% no pT3 (3) e nenhum em pT4.
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Figura 1.9.: Otimizacdo do nimero ideal de ciclos a serem utilizados
na PCR Semi-nested do gene KLK2 em sangue periférico. O aumento
do numero de ciclos (20, 25, 30 e 35) estdo representados para um
paciente com CaP e outro com HPB. M: representa o marcador
molecular de 50pb e a seta esta posicionada no fragmento de 350pb do
marcador. C: representa o controle negativo de reagdo. Os fragmentos

do KLK2 sdo de 324 e 361pb.
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Figura 1.10.: PCR Semi-nested de sangue periférico do gene KLK2 para
individuos com CaP ou HPB. Os nliimeros de 1 a 5 representam os pacienrtes
com CaP e os de 6 a 10 com HPB. M: representa 0 marcador molecular de
50pb e a seta estd posicionada no fragmento de 350pb do marcador. C:
representa o controle negativo de reagdo. Os fragmentos do KLK2 s3o de 324 e

361pb.
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Apos analises dos resultados no sangue, por regressdo logitica, o
KLK2 mostrou-se um bom marcador capaz de separar individuos com tumor
daqueles com hiperplasia prostitica benigna (p=0.03627), o que ndo foi
observado na andlise para os valores do PSA bioquimico (p=0.14). Entretanto,
o KLK2 no sangue ndo ¢ habil para estadiar o cancer em localizado ou
metastatico (p=0.5491).

Além disso, resultados positivos para a presenga do gene KLK2 em
circulagio indicam um risco aumentado em 6 vezes ao desenvolvimento de
tumor prostatico (Tabela 1.6).

Para analises clinicas a expressdo qualitativa do KLK2 em sangue
periférico, por meio da técnica PCR Semi-nested, é de 67% de precisdo, 59%
de sensibilidade, 82% de especificidade, 87% de valor preditivo (+) e 50% de

valor preditivo (-). Os calculos foram baseados nos dados da tabela 1.7 e

anexo 6.
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Figura 1.11.: PCR de sangue periférico do gene constitutivo -2 microglobulina
para individuos com CaP ou HPB. Os nimeros de 1 a 5 representam os pacientes
com CaP e de 6 a 10 com HPB. M: representa o marcador molecular de 50pb ¢ a seta
esta posicionada no fragmento de 350pb do marcador. C: representa o controle
negativo de reagdo. O fragmento do gene constitutivo ¢ de 534pb.
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Tabela 1.6.: Risco relativo ao desenvolvimento do cdncer de prostata
relacionado a presenga do gene KLKZ em sangue periférico.

Analise do KLK?2 em sangue

Classe periférico
Auséncia Presenca
HPB (n) 9 2
CaP (n) 9 13
OR .00 6.5
95 % IC (1.12-37.48)

OR-odds ratio (risco relativo), IC-intervalo de confianga.

A tabela 1.7. apresenta os dados obtidos no tecido para os genes
KLK2 e KLK3, no sangue para o KLK2 e o PSA bioquimico, ¢ o
estadiamento clinico para cada paciente.

A figura 1.12. representa a regressdo logistica com os resultados
combinados obtidos do sangue ¢ tecido para 0 KLK2 em pacientes com CaP
ou HPB. O diagndstico molecular final para esses pacientes corresponde a um
acerto de 92% do CaP, resultado de 59% de acerto no rastreamento sangiiineo
mais 33% de acerto no rastreamento na bidpsia (41% de falsos negativos do
sangue foram analisados com 81% de precisdo no tecido). O pico do gréfico,
obtido por regressdo logistica, representa os 92% de acerto do CaP e a faixa

amarela representa 13% de erro da técnica ao detectar falsos positivos (valor

preditivo positivo de 87% no sangue).
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Tabela 1.7.: Dados das analises dos genes KLK2 ¢ KLK3 em tecido, do gene KLK2 e PSA

bioquimico no sangue, €

o estadiamento clinico para cada paciente.

Paciente

42

Abundancia

prostitico

0.9
0.0
0.24
0.46
0.62
0.0
0.1
0.97
0.0
0.14
0.08
0.45
0.95
0.41
1.45
2.49
0.97
0.4
2.5
0.19
0.94
1.32
0.5
0.71
3.19
3.98
1.08
1.83
5.02
0.2
5.81
1.76
0.38
2.89
3.42
0.63
1.13
1.56
10.9
2.88
0.66
0.7

KLK2 em tecido KLK3 em tecido

Relativa do gene Relativa do gene soroldgico

Abundincia PSA KLK2 em [stadiamento
sangue Clinico
(ng/mL)  periférico
prostitico *
4.48 12.0 - HPB
0.85 4.0 ) HPB
0.55 3.0 ) HPB
0.85 2.5 () HPB
2.62 10.7 ) HPB
0.0 1.1 () HPB
0.59 18.5 () HPB
3.35 2.5 +) HPB
0.02 2.2 ) HPB
448 2.1 (+) HPB
2.68 5.4 ) HPB
0.59 10.0 DN HPB
3.87 3.10 DN HPB
0.99 3.5 DN HPB
3.47 14.3 () CaP L (pT1)
1.07 59 (+) CaP L (pT1)
4.57 9.6 +) CaP L (pT2)
0.85 59 ) CaP L (pT2)
0.83 6.5 (+ CaP L (pT1)
1.13 8.8 ) CaP L (pT1)
5.2 1.4 +) CaP L (pT2)
1.53 5.4 ) CaP L (pT1)
3.68 53 ) CaP L (pT1)
0.5 8.71 () CaP L (pT2)
3.74 22.2 (+) CaP L (pT1)
5.65 5.0 (+) CaP L (pT2)
3.14 1.2 ) CaP L (pT1)
1.7 55 DN CaP L (pT2)
1.36 6.0 DN CaP L (pT2)
5.54 55 Q) CaP M (pT3)
1.36 5.7 (+) CaP M (pT3)
1.55 7.5 (+) CaP M (pT3)
0.69 7.1 (+) CaP M (pT4)
2.49 7.18 (+) CaP M (pT3)
1.15 9.18 (+) CaP M (pT3)
0.77 18.0 () CaP M (pT3)
1.9 16.5 (+) CaP M (pT3)
4.601 8.5 (-) CaP M (p13)
2.45 7.6 DN CaP M (pT3)
1.84 13.0 DN CaP M (pT3)
2.46 47.0 DN CaP M (pT3)
1.49 8.2 DN CaP M (pT3)

* . . .
Dado obtido do prontudrio dos pacicnics
(-) = ausénsia do gene (+) = presensa do gene DN = dado ndo obtido
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Figura 1.12.: Representagdo grafica da regressdo logistica com os resultados
combinados obtidos no sangue e tecido para o0 KLK2 em pacientes com CaP ou

com HPB.

81



|
|

—
e

82

4. DISCUSSAO

Para a escolha de uma técnica, visando estimar determinado
componente in vivo, deve ser primeiro estabelecido se ¢ mais importante
avaliar a existéncia de alteragdes pos transcricionais ou pos traducionais
(Favre ef al. 1997). Como os tumores causam alteragdes das mais diversas
formas nas células, estudos analisando a expressdo transcricional podem
informar sinais precoces dessas anomalias. Ambas as técnicas, RT-PCR
multiplex Semi-quantitativa e RT-PCR Semi-nested, mostraram-se adequadas,
neste trabalho, para detectar alteragdes transcricionais. Pois a RT-PCR
multiplex Semi-quantitativa é uma técnica sensivel capaz de detectar
diferentes alvos transcritos numa mesma reagdo (Chen ef al. 1999, Pernas-
Alonso et al. 1999), mesmo que estes apresentem infimos nimeros de cdpias
(Santagati ef al. 1997), devido ao uso inicial de primers randémicos. O uso de
Primers hexameros, neste trabalho, admitiu a normalizagdo das amostras,
permitindo o multiplex, garantindo a qualidade do material usado e corrigindo
variages entre as reagdes. Ja a técnica RT-PCR Semi-nested é uma técnica
qualitativa e que permite a detecgdo de infimos nimeros de copias de um
Unico transcrito desejado.

As analises semi-quantitativas e qualitativas, realizadas nesta
pesquisa, demostraram que o KLK2 é um bom marcador molecular tecidual e
sangiiineo para separar os grupos CaP e HPB, mesmo sendo esta uma
amostragem pequena. Isto foi mais evidenciado quando o PSA sorologico, um
dos principais pardmetros sangiiineo utilizados atualmente no rastreamento

clinico, ndo foi capaz neste estudo de realizar tal fungdo.
Apesar de ndo ter sido possivel o estadiamento do tumor pelo

marcador KLK2 no tecido, a figura 1.7A. mostra uma tendéncia ao aumento

da abundéncia relativa do gene com o avango do CaP, o que ndo foi
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observado paré o KLK3 (Figura 1.7B). E provavel que um namero maior de
individuos nas classes tumorais permitam a determinacdo deste estadiamento
molecular.

Além disso, neste trabalho observou-se uma maior expressio dos
RNAm do KLK2 em tecidos com CaP quando comparados com HPB, e
nenhuma diferencga de expressdo para o KLLK3 entre esses tecidos. Tais dados
sd0 apoiados pela literatura e quando comparados apontam a expressio
tecidual dos genes KLK2 e KLK3 como ambiguas. Como ja havia sido visto,
0 gene KLK3 parece ser mais expresso em tecidos benignos quando
comparados com malignos (Pretlow ef al. 1991, Darson ef al. 1997, Herrala er
al. 2001, Magklara ef al. 2000a, Qiu ef al. 1990), além disso acredita-se que
as baixas expressoes do KLK3 em tecido tumoral estdo associadas com o
desenvolvimento de tumores potencialmente mais agressivos (Stege et al.
2000). Entretanto, outros trabalhos mostram que ndo existe diferenca de
expressdo do gene KLK3 em tecidos com as patologias CaP e HPB (Gallee et
al. 1990, Henttu ef al. 1990, Hakalahtt et @l 1993). Contudo, Darson e
colaboradores (1999) detectaram por imunohistoquimica, usando anticorpos
mono e policlonais, maiores concentragdes de PSA em tecido tumoral que em
benigno, e sugeriram que os resultados ambiguos de expressdo se devem das
reagdes cruzadas entre o PSA e a hK2 produzidas por anticorpos policlonais.

Assim como o KILK3, a expressio do KLK2 tem resultados
controversos, estudos imunohistoquimicos apontam a superexpressdo do gene
com o avango patologico do cancer de prostata (Darson er al. 1997, 1999,
Herrala er al. 2001). Entretanto, foi encontrada maior expressdo para o gene
em tecido benigno comparado com o maligno (Magklara e/ a/2000a). Ja

Henttu e colaboradores (1990) apontam nenhuma diferenga de expressdo para

0 gene em tecido benigno comparado com o maligno.
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Para explicar estes resultados dibios, algumas especulagdes sdo fei"cas.
Primeira, as diferengas discrepantes entre os niveis de RNAm ¢ protéico,
obtidos por diferentes técnicas, talvez possam ser explicadas devido a
eventos, que ocorrem em tecidos tumorais, que possam mascarar epitopos
importantes para o reconhecimento de anticorpos (Herrala ef al.2001). Tais
eventos incluem processamentos heterogéneos na regiio N-terminal gerando
isoformas (Herrala et al. 1998 apud Herrala et al.2001) e glicosilagdes
protéicas irregulares (Huber ef al.1995 apud Herrala et al.2001). Segundo,
como a hK?2 ativa a pro-forma do PSA (Kumar ef al. 1997, Lovgren et al.
1997, Takayama et al. 1997) e este tem fungdo de supressor de tumor
(Diamandis et al. 2000, Diamandis 2000), talvez altas concentragfes da hK2
induzam a agfo do PSA para impedir a progressdo do tumor (Herrala et
al.2001). Entretanto, a0 mesmo tempo as baixas expressdes do KLK3 com o
avango do cancer de prostata podem estar associadas com a perda da sua
fungao de supressor de tumor (Magkalara et al. 2000).

Ao tentar explicar os mecanismos de regulagdo dos genes KLK2 e
KLK3 como uma forma de interagdo linear fica claro que o que se conhece

sobre a regulagdo destes genes ¢ muito pouco. Além disso, os mecanismos sdo

muito mais complexos, pois se a regulagdo desses genes fosse linear, no

momento da diminui¢do na expressao do gene KLK3, esperava-se a queda da
expressdo do KLK2, o que ndo ¢ observado.

Como o maior interesse desta pesquisa visa aplicagdes clinicas, as
analises teciduais para o KLK2 passam a ter importdncia quando o valor de
corte de 0.6 ¢é usado. Pois, baseando-se neste valor, nota-se que individuos
com valor médio igual ou excedente a este possuem wm Tisco aumentado em
15 vezes de desenvolver o tumor, e um risco aumentado em 7 e 45 vezes

quando uma ou as duas regides analisadas de tecido, respectivamente, sdo
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positivas para esse valor. Portanto, quanto maior a quantidade de tecidos
analisados pelo marcador maior a chance de um diagnéstico clinico seguro.
Entretanto, sem margens de duvida, é necessdrio que um niimero bem
maior de homens sejam analisados € que esses estudos sejam feitos em
bidpsias e ndo apenas em tecidos oriundos de prostatectomia radical. Também
é possivel que a expressdo dos genes foram subestimadas, pois a pesquisa nio
foi realizada em tecidos oriundos da microdissecgdo, ou seja, regides apenas
tumorais ou normais, havendo um mosaicismo de células. Contudo, isto ndo

invalida as aplicagdes clinicas do KLK2, pois a andlise de células apenas

tumorais ndo é uma realidade clinica.
No primeiro momento de um rastreamento clinico, estudos em tecido

sio desnecessarios quando comparados com andlises em sangue periférico,
que causam menos desconforto e podem trazer informacgdes relevantes. Isto €,
a liberagdo de células epiteliais prostaticas para a corrente sangiiinea ¢ um
evento raro e propiciado por alteragoes no arranjo glandular prostatico. O fato
dos RNAm dos genes KLK2 e KLK3 serem achados quase que
exclusivamente em células epiteliais prostaticas associado 4 técnicas de
biologia molecular muito sensiveis, como a PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) e suas variagdes (RT-PCR Semi-nested), permitem a detecgio de
uma célula prostatica em um milhdo de células sangiiineas (Rittenhouse ef al.
1998). Estudos in vitro indicam que duas células tumorais circulantes por mL
de sangue parecem ser o suficiente para difundir um tumor por disseminagio
hematdgena (Liotta ef al. 1974 apud Loric et al. 1995), e que de 20 a 30% dos
canceres prostaticos localizados sofrem recorréncia devido a células ndo
detectaveis em circulagdo (Corey et al. 1997).

Como mencionado acima, quanto maior o trauma prostatico, maior o
niimero de células liberadas na corrente sangiiinea. Portanto, a calibragem do

nimero de ciclos para a realizagio da RT-PCR Semi-nested foi de suma
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importdncia, pois € possivel que os resultados positivos para individuos
diagnosticados pela patologia como HPB podem tratar-se de pacientes com
estagios iniciais de tumor, principalmente quando esse resultado é confirmado
pelo marcador KLK2 no tecido.

Mesmo ndo sendo possivel estadiar o tumor em localizado ou
metastatico, pela presenga do KLK2 em sangue periférico, observa-se que a
porcentagem de falsos negativos, baseando-se nos resultados anatomo-
patolégicos, diminui com 0 avango da patologia. Assim sendo, as possiveis
explicagdes para esses falsos negativos sdo: quando em tumores iniciais (pT1
a pT2) as células tumorais podem ser mascaradas pelo maior nimero de
células normais liberadas, pois nestas a quantidade de expressdo do KLK?2 ¢
menor e possivelmente ndo foram detectadas pela técnica. E quando isso

acontece em tumores mais avangados, € possivel que estes individuos estejam

em fases de transicdo de horménio dependente para independente, pois se

sabe que o KLK2 e 0 KLK3 sdo superexpressos em linhagens celulares

tumorais prostaticas androgenos dependentes quando comparadas com

andrégenos independentes (Riegman et al. 1991, Vaarala et al. 2000).

Contudo, deve ficar claro que 0s estagios horménios independentes nem
sempre estfio relacionados a tumores em estagios mais avangados.

Outro dado a ser considerado € que 0s valores de PSA sorologico
abaixo de 4ng/mL ndo asseguram a auséncia do tumor, pois 22% dos
pacientes com tumor localizado apresentam valores mais baixos do que este
(Catalona et al. 1997). Além disso, o teste do PSA com o valor de corte acima
de 4 ng/mL, para indicagdo de biopsia da prostata, mostra para um grande
nimero de pacientes um valor preditivo positivo na faixa de 31% a 54%
(Brawer & Kirby 1998). Ja neste trabalho, os estudos sangiiineos para o gene

KLK2 mostraram 86% de valor preditivo positivo. Ou seja, a técnica proposta
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permite uma queda de 46% para 13% no nimero de biopsias desnecessarias,
que ocorrem quando os falsos positivos sdo detectados.

A maior especificidade da técnica obtida no sangue do que no tecido é
um indicio que a presenga do marcador KLK2 no sangue ¢ reflexo de maiores
alteragdes na arquitetura prostatica, ao passo que a sensibilidade no tecido é
maior que a do sangue, pois as chances de detectar alteragdes em estagios
bem iniciais € maior no tecido, que é foco inicial do tumor.

Também € possivel que os resultados ndo concordantes entre o
anatomo-patologico e as técnicas propostas, quanto aos falsos negativos e
falsos positivos no tecido, podem ser explicados pelo fato de que os
adenocarcinomas prostaticos sdo multifocais, existe uma expressdo diferencial
do KLK2 nos diferentes fenotipos e estagios clinicos da doenga, e a regifio
analisada pela patologia ndo ¢ a mesma estudada neste trablalho. Além disso,
como os calculos para a precisdo, sensibilidade, especificidade e valores
preditivos positivo e negativo sdo baseados no andtomo-patoldgico ¢ bem
provavel que esses valores foram subestimados, pois as técnicas moleculares
sdo muito mais sensiveis em detectar alteragdes.

Considerando o preconceito em relagdo ao exame fisico da prostata,
este trabalho propde um novo rastreamento clinico, que faz uso do
diagnostico molecular como complemento ao PSA sorologico, ao anatomo-
patologico e ultra-sonografia da prostata transretal. O diagnostico molecular
em sangue periférico e em biopsias tem um indice de acerto de 92% para o
cancer de prostata. Ao combinar esta proposta com as demais ferramentas do

diagnostico clinico esta precisdo tende a aumentar e tornar-se mais segura.
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Figura 1.13.: Proposta para o rastreamento clinico ¢ molecular do tumor prostatico.
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ANEXO 1

ESTADIAMENTO DOS ADENOCARCINOMAS DA PROSTATA CLASSIFICACAO

DE WHITMORE-JEWETT E TNM 1992

WHITMORE-JEWETT

TNM 1992
T- Tumor primdrio N- Linfonodos M- Mctistases
(proposto pela Unifo Interancional contra o Cincer)

A Tumor ndo palpavel no toque retal
A1 Tumor ndo palpavel ocupando <5 % da

préstata
A2 Tumor nio palpével ocupando > 5 % da

prostata

pTx Tumor ndo avaliado

pTo Sem evidéncia de tumor

pT1 Tumor incidental impalpéavel e invisivel
por técnicas de obtengdo 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

pTlc

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

lobos da prostata

pT2 Tumor limitado & glindula

pT2a Até metade de um lobo ou menos

pT2b Até mais da metade de um lobo porém
ndo os dois lobos

pT2c¢ Comprometimento dos dois lobos

C1 Extensdo peri prostatica minima (sulcos)

C2 Invasio da base das vesiculas seminais com

ou sem invasdo dos sulcos

C3 Invasio da base das vesiculas seminais com
ou sem a invasdo de outros orgdos
adjacentes

pT3 Tumor extende além da capsula prostatica
pT3a Extensdo extra capsular unilateral

pT3b Extensdo extra capsular bilateral

pT3c Tumor invade vesicula seminal

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

pT4a Tumor invadindo o colo vesical e/ou o
esfincter externo e/ou o reto

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

D1 Metastases em linfonodos pélvicos

pNx Linfonodos regionais ndo avaliados

pNo Sem metastases ganglionares

pN1 Um linfonodo envolvido <2 cm

pN2 Um linfonodo >2 <5 e/ou multiplos <5c¢m
pN3 Linfonodos envolvidos > 5 cm

Do Metastases nio identificadas

D2 Metastases a distancia

D3 Resistente ao tratamento hormonal

pMx Metastases ndo avaliadas
pMo Sem metastases a distincia
pM1 Metastases presentes

pMla Linfonodo(s) ndo regional(is)
pM1b Osso(s)

pM1c Outras localizagdes
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ANEXO 2
SISTEMA DE GRADACAO HISTOLOCA DE GLEASON
GLANDULAS
MARGENS Padriio Glandular Distribui¢io
Simples
1 Ber'n Separadas Pacote fechado
definida Redondas
2 | Simples - Separadas Espagamento médio de
) M-cn.os Redondas um diimetro glandular
lefinida Mais Variadas
"SI Sy Espacamento médio de mais

Irregular
Infiltrada

Irregular
nfiltrada

Mal
definida

Padrics Anatomopatoldgicos
Adenocarcinoma da Préstata

2 a 4 = Diferenciados

5 a 7= Moderadamente Diferenciados

Simples, separadas,
irrcgular. Massas cpiteliais
redondas cribiformes ou
papilar
Massas glandulares
fundidas
do tipo hipernefréide

Padriao quase ausente
Poucas glindulas pequenas
Poucos ¢ pequenos lumens

de um didimetro glandular.
Raramente em pacotes.
Massas arredondadas ¢/
contornos pouco definidos

Massas cpiteliais
anapldsicas irregulares

Massas irregulares
ou corddes com

envolvidos por massa epitelial contornos pouco definidos

solida as vezes com necrose
central

8 a 10= Indifrenciados
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ANEXO 4

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA

TERMO DE CONSENTIMENTO

O Laboratdrio de Genética Molecular dirigido pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho
juntamente com o Servico de Urologia, do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia, estdo realizando um estudo genético relacionado ao Céancer de Prostata.

O projeto consiste no estudo da Biologia Molecular do Céncer de Prostata.

Para realizagdo dos exames laboratoriais serd necessiria a coleta de 10 mL de sangue
periférico, e bidpsias de tecidos normais e 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 cirargico do Hospital de Clinicas, sem qualquer desconforto

adicional ao paciente.
O material coletado sera enviado ao laboratdrio de Genética Molecular da Universidade

Federal de Uberlandia, onde ser3o 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 doenca no paciente, bem como definir os possiveis biomarcadores a serem

utilizados na deteccdo 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 doenga.
Os pacientes e contatos familiares que concordarem em participar da pesquisa poderdo

desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo proprio.

Pelos  presentes  termos  apresentados ~ por  este  documento,  Eu,

>

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

Assinatura

Testemunhas




PROTOCOLO DE EXTRACAO DE RNA TOTAL POR TRIZOL,

SANGUE

I.

Aliquotar o sangue total em microtubos de 2mL

Centrifuguar a 1800 X g por 40 minutos a temperatura ambiente

2.

3. Coletar a camada de leucdcitos e transferir para um microtubo novo contendo Imp,
TRIZOL Reagent (INVITROGEN) e homogeneizar. de

TECIDO

1.

Homogeneizar 100mg de tecido em ImL de TRIZOL Reagent (INVITROGEN)

PROXIMOS PASSOS (SANGUE E TECIDO)

2.
3.

8.
9.

Incubar por 3 minutos a temperatura ambiente
Adicionar em 1mL de TRIZOL Reagent (Invitrogen) e homogeneizar em vortex Por |
S

segundos
Incubar por 3 minutos a temperatura ambiente

Adicionar 200 pl de Cloroférmio para cada ImL de TRIZOL, homogeneizar e incubar Por s

min. a temperatura ambiente

Centrifugar a 12000 X g por 15 min a 4°C.

Transferir o sobrenadante para um tubo novo e adicionar 750 pl de isopropanol gelado (para
cada ImL de TRIZOL) e incubar por 10 minutos.

Centrifugar a 12000 X g por 10 min.
Descartar o sobrenadante e ressuspender o pzllet em no minimo ImL de etanol 70%

10. Centrifugar a 7500 X g por 5 minutos.
11. Ressuspender o pellet em agua tratada com DEPC ou TE.

Obs. Todo o material utilizado na extragdo deve ser novo, esterilizado e a luvas devem ser

periodicamente trocadas
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ANEXO 6

METODO PARA CALCULO DA PRECISAO, SENSIBILIDADE,
ESPECIFICIDADE,
VALOR PREDITIVO POSITIVO (+) E VALOR PREDITIVO (-) DE UM TESTE

Exame Anatomo-Patologico da Pega Cirdrgica

Teste *Presente *Ausente Total
Numero de individuos
X+ A (V) B (F+)
X - CE D 9
Total

*Para esse estudo foram considerados como presente o
cincer de prostata e ausente a hiperplasia prostatica

benigna.
P= A+D/A+B+C+D S=A/A+C E=D/B+D VP(+)=A/A+B

VP(-)=D/C+D

P = precisio, S = sensibilidade, E = especificidade,
VP(+) = valor preditivo positive, VP(-) = valor
preditivo negativo, F(-) = falsos negativos, F(+) = falsos
positivos, V(+) = verdadeiramente positivos ¢ V(-) =

verdadeiramente negativos




