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A glandula prostata pode ser acometida por varias patologias.
Dentre elas o cancer de prostata é a 4% causa de morte em homens
com idade superior a 50 anos. Apesar da etiologia desta doenca
nado ser bem compreendida, as alteracdes genéticas e a presenca
de agentes infecciosos tém sido sugeridas como associadas ao
desenvolvimento desse cancer. Uma das alteracbes genéticas mais
freqlientes nos cénceres s&o as relacionadas ao gene supressor de
tumor TP53, responsavel pelo controle do ciclo celular e apoptose.
No inicio da década de 90, varios trabalhos também surgiram na
tentativa de estabelecer relagdo entre a infeccao pelo virus do
papiloma humano (HPV) e o cancer de prostata. Dentro deste
contexto, este trabalho teve como objetivos avaliar a prevaléncia do
HPV, analisar o polimorfismo Arg72Pro, associar este polimorfismo
a presenca do HPV e rastrear por mutacdes nos exons de 5 a 8 do
gene TP53 em pacientes apresentando cancer de prostata. Foram
analisados 36 tecidos prostaticos sendo estes provenientes de
adenocarcinoma, HPB e NIP e sangues periféricos de alguns
desses pacientes bem como de um grupo de homens escolhidos
aleatoriamente na populacdo. As técnicas utilizadas para deteccao
e tipagem do HPV foram a PCR e a PCR nested. Ja para a analise
do polimorfismo Arg72Pro e para o rastreamento de mutacgbes
foram utilizadas as técnicas de PCR e LIS-SSCP. Nao houve
diferencas das freqiiéncias do polimorfismo Arg72Pro entre os
tecidos com HPB e CaP (p=0,36; intervalo de confianca 95%). As
freqiéncias obtidas nos sangues de alguns dos pacientes com
patologias prostaticas também nao diferiram significativamente,
sendo que o grupo com HPB nao diferiu do grupo CaP (p=0,72:
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intervalo de confianca 95%), nem este da freqiiéncia encontrada na
populacao (p=0,08; intervalo de confianca 95%). Foram detectadas
perda de heterozigose (LOH) em 9 (34,61%) pacientes que
perderam o alelo Pro, ficando Arg/Arg. Desses individuos 5
(35,71%) pertenciam ao grupo do cancer, 3 (37,5%) ao grupo das
HPBs e 1 (25%) ao grupo das NIPs. Dentre os 36 pacientes
analisados para a infeccdo pelo HPV, por meio da PCR e PCR-
nested, apenas 2 (5,55%) apresentaram positividade para HPV do
tipo 16 e 39. O Teste ¢, com nivel de significancia de 5%, mostrou
nao haver diferencas significativas para a presenca do HPV entre
as amostras obtidas por RTU e prostatectomia radical, nem entre os
tecidos malignos e benignos analisados. Os pacientes positivos
para a infeccdo do HPV apresentaram o genotipo homozigoto para
arginina, entretanto, a baixa prevaléncia desta infeccdo né&o
possibilitou associa-la ao polimorfismo Arg72Pro. Foi detectado um
perfil eletroforético diferencial no exon 6 em um paciente com
cancer de prostata. Desta forma, a baixa prevaléncia da infeccéo
pelo HPV, a ndo associacao desta com o polimorfismo Arg72Pro
bem como a rara freqiéncia de mutagdes nos exons analisados
sugere que estes nao seriam mecanismos essenciais para
desenvolvimento do céncer de prostata. Entretanto, o evento de
LOH pode estar associado & progressao ou desenvolvimento deste
tumor, sendo um evento precoce ou intermediario, porém n&o
obrigatorio. Estudos mais detalhados e ampliados devem ser
realizados para compreender melhor os processos fisiolégicos, que
resultam da associacdo genotipo — ambiente, nesta afeccéo.
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GENERAL ABSTRACT

The prostate gland can be assaulted by many pathologies. Among
them the prostate cancer is the 2" death cause on men older than
50 years old. Although the etiology of this disease is not well
comprehended, the genetic alterations and the presence of
infectious agents have been suggested as associated to the
development of this cancer. One of the most frequent genetic
alterations on the cancers are the ones related to the tumor
suppressor gene TP53, responsible for the cell cycle control and
apoptosys. In the beginning of the 90s, many works also arose on
the attempt to establish a relationship between the human papilloma
virus (HPV) infection and the prostate cancer. Within this context,
this work had as objectives, to evaluate the HPV prevalence, to
analyze the Arg72 Pro polymorphism, to associate this
polymorphism to the HPV presence and to track for mutations on
the exons 5 to 8 of the PT53 gene in patients presenting prostate
cancer. 36 prostatic tissues were analyzed, seeing that these
proceeding were from adenocarcinomas, BPH and PIN and
peripheral blood of some of these patients, as well as of a group of
men randomly chosen on the population. The techniques used for
the HPV detection and typing were the PCR and nested PCR. For
the Arg72Pro polymorphism analysis and for the tracking of
mutations, the PCR and LIS-SSCP techniques were used. There
were no differences on the frequencies of the Arg72Pro
polymorphism between the BPH and PCa tissues (p=0,36; 95%
reliance interval). The frequencies obtained on the blood of some
patients with prostatic pathologies also did not differed significantly,
whereas the BPH group did not differ from the PCa group (p=0,72,
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95% reliance interval), nor this from the frequency found on the
population (p=0,08, 95% reliance interval). It was detected Loss of
Heterozigosity (LOH) in 9 (34,61%) patients that lost the Pro allele,
becoming Arg/Arg. Among these individuals, 5 (35,71%) belonged
to the cancer group, 3 (37,5%) to the BPHs and 1 (25%) to the
PINs. Among the 36 analyzed patients for the HPV infection, by
means of PCR and nested PCR, only 2 (5,55%) presented positivity
for HPV types 16 and 39. The t Test, showed that there were no
significant differences for the HPV presence among the samples
obtained by TUR and radical prostatectomy, nor among the
malignant and benignant analyzed tissues. The positive patients for
the HPV infection presented an homozygous genotype for arginine,
however, the low prevalence of this infection did not allow an
association to the Arg 72Pro polymorphism. A possible mutation
was detected on the exon 6 in one patient with prostate cancer. In
this manner, the low prevalence of the HPV infection, and the non-
association of this with the Arg72Pro polymorphism as well as the
rare frequency of mutations on the analyzed exons suggest that
these would not be the essential mechanisms for the prostate
cancer development. However, the LOH event could be associated
to the progression or development of this tumor, being a precocious
or intermediate event, yet not obligatory. More detailed and
amplified studies should be done to clear these results, searching
for directions to better comprehend the physiological procedures,
which result on the genotype-environment association, on this

affection.






1. A PROSTATA

A prostata comega seu desenvolvimento na 122 semana de
vida embrionaria sobre influéncia da Diidrotestosterona (DHT),
produzida pela conversdo da testosterona fetal via atividade
enzimatica da 5-a redutase, e completa sua diferenciacao no 4° més
de gestacao (Tanangho, 1992).

A glandula prostata, que € constituida em 30% de tecido
fiboromuscular e 70% de tecido glandular, se localiza na pelve
verdadeira, circundando a parte posterior da uretra (Tanangho,
1992).

Esta glandula consiste de uma delgada capsula fibrosa sob a
qual estdo fibras de musculo liso, o estroma prostatico, composto
de tecidos conjuntivo e elastico e fibras musculares lisas, nas quais
estdo mergulhadas as glandulas epiteliais, que drenam para ductos
excretores, localizados no assoalho da uretra (Tanagho, 1994).

As secrecdes prostaticas sao constituidas de fosfatases e de
substancias organicas e inorganicas que participam da constituicao
do liquido seminal, auxiliando a atividade metabdlica dos
espermatozoides (Sadi, 1975).

McNeal em 1972 propbs um conceito de anatomia regional
baseado na histologia e anatomia da prostata (Narayan, 1994).
Desta forma, a mesma foi dividida em 5 zonas: zona fibromuscular
anterior, que contém 30% do volume da préstata, nenhum
elemento glandular e praticamente musculo liso; zona periférica,
considerada a maior subdivisdo anatdmica que contém 75% do
tecido glandular da prostata, sendo o local onde quase todos os
carcinomas se desenvolvem, por isso durante a bidpsia esta regido
& sempre um importante alvo; zona central, que contém 25% do



tecido glandular, sendo diferenciada da zona periférica pela
arquitetura da glandula e detalhes das células, incomum a
carcinogénese; zona pré-prostatica, que tem fungcado de esfincter
durante a ejaculacdo para prevenir o refluxo do liquido seminal para
bexiga e a zona de transicao, que apresenta menos de 5% da
massa glandular normal da prostata, entretanto, tem importante
funcdo por ser o local de origem da hiperplasia prostatica benigna
(Coffey, 1992) (Figura 1).

REPRESENTACAO TRIDIMENSIONAL DA

PROSTATA
Uretra Zona  Zoa do
Proximal : Perluretral ;‘

Transicﬁo
; Vtromontanum

Uretra Distal

Zoma Zona Anterior

Central

, - fibromuscular
Zona

Periférica

Figura 1. DivisGes anatdmicas da prostata.
Fonte: www.medscape.com



A prostata, como as outras glandulas acessoérias, tem seu
crescimento e manutencao regulados pela presenca constante da
testosterona no sangue. Existem outros androgenos capazes de
estimular a préstata, entretanto, estes n&do fazem parte da via
principal (Coffey, 1992).

Qualguer desequilibrio na concentragéo desses hormonios ou
mesmo, em receptores dos mesmos ou, ainda, em qualquer outra
via que influencie a homeostase do 6rgdo, pode gerar diferentes
patologias.

2. PATOLOGIAS DA PROSTATA

O controle da divisao e da diferenciacao celular é feito por um
sistema integrado e complexo, que mantém a populacdo celular
dentro de limites fisioldgicos. Qualquer alteracdo nesse sistema
resulta em disturbios ora do crescimento, ora da diferenciacéo, ora
dos dois ao mesmo tempo (Bogliolo, 1998).

Dentro desse contexto, a prostata pode ser acometida por
duas principais patologias: hiperplasia prostatica benigna (HPB), e
cancer de préstata (CaP).

2.1. Hiperplasia Prostatica Benigna

Esta patologia, conhecida como a mais comum entre os
tumores benignos, & também, a responsavel pela maioria dos
sintomas urinarios que acometem homens com idade superior a 50
anos e por 20 a 30% das prostatectomias radicais nos individuos
que vivem até 80 anos (Walsh, 1992).

As primeiras alteragdes iniciam-se por volta dos 35 anos de
idade e consistem em nodulos microscopicos no estroma que



surgem ao redor das glandulas periuretrais. Esses nddulos podem
ser compostos tanto de elementos glandulares  quanto
fibromusculares ou podem ser mistos (Narayan, 1994).

Como a incidéncia microscopica da HPB & razoaveimente
constante em diversos paises, as influéncias do meio elou
genéticas, parecem nao ser cruciais para a origem da doenca,
mesmo porque todos os homens que viveram muito tempo
desenvolverdo hiperplasia prostatica benigna (Narayan, 1994),
embora apenas 20% des/ses casos complicaram, sendo necessaria
intervencao cirurgica e/ou terapia médica (Srougi & Cury, 1999).

Varias hipoteses com relagéo a histologia, hormoénio e idade
tém sido sugeridas para explicar a etiologia da HPB, entretanto,
esta ainda continua pouco conhecida. Mas ja se sabe que é
necessario para o desenvolvimento da HPB, o envelhecimento e a
presenca dos testiculos, os quais produzem a testosterona que é
convertida em DHT, necessaria para crescimento e manutencao da
prostata (Walsh, 1992; Narayan, 1994). Dentro deste contexto,
acredita-se que os androgenos seriam necessarios para inicio da
HPB e nao para sua manutencao (Narayan, 1994).

2.2. Cancer de Prostata

Segundo estimativas do INCA (Instituto Nacional do Céncer)
para o ano de 2001, foram estimados 305.330 novos casos de
cancer com 117.550 obitos. Para o sexo masculino, foram
esperados 105.450 casos e 63.330 Obitos (Kligerman, 2001).

No contexto geral, o cancer de prostata ocupa o 5° lugar com
20.820 casos. Nas regides do Brasil, esse tipo de cancer é o
segundo mais incidente nas regides Centro-Oeste € Sudeste,



ficando com a primeira posicdo no Nordeste, a terceira no Sul e a
quarta no Norte (Kligerman, 2001).

Este cancer & o segundo mais comum em homens, s6 sendo
superado pelo cancer de pele ndo melanoma. As Estimativas de
Incidéncia e Mortalidade por Cancer no Brasil, do Instituto Nacional
de Cancer, indicam que vao ocorrer 25.600 novos casos de cancer
de prostata em 2002. Em taxa de mortalidade, o cancer de prostata
aparece como o quarto tipo mais mortal, tendo sido responsavel por
7.223 6bitos em 1999 (INCA, 2002).

Acredita-se que o cancer de prostata se desenvolva no
periodo de maior atividade androgénica, ou seja, aos 35, 40 e 45
anos, tendo progressao lenta, juntamente com a reducdo das
quantidades de horménios (Sadi, 1975).

Alguns autores sugerem que pacientes apresentando
neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) de alto grau, juntamente com
mutacoes no gene P53, tém maiores chances de desenvolver o
cancer de prostata (Downing et al., 2001).

Embora a incidéncia desse cancer seja elevada, existe um
niimero muito maior de casos dessa doenga, que ocorrem sem que
haja sintomas clinicos. Varios pacientes morrem de doencas
concomitantes, antes da manifestacdo clinica do cancer de
prostata, ja os pacientes que o manifesta, provavelmente, iniciaram
a carcinogénese mais jovens ou apresentaram crescimento tumoral
mais acelerado (Ruijter, 1994).

Estes tumores que se caracterizam principalmente por
adenocarcinomas de células acinares da prostata (Stamey &
McNeal, 1992), tém como prognostico o estadiamento do tumor,
entretanto, apesar deste fator ter papel importante, o
acompanhamento desses pacientes € de extrema importancia, pois



as metastases podem surgir até 12 anos apdés o diagnostico
(Srougi, 1999).

A maioria dos canceres de prostata € multifocal, sendo que
70% originam na zona periférica; 15 a 20% na zona central e 10 a
15% na zona de transicao (Narayan, 1994).

Os programas de deteccdo precoce, as medidas do antigeno
prostatico especifico (PSA), o toque digital e a bidpsia dirigida pelo
ultra-som transretal aumentaram significativamente a freqiéncia do
cancer localizado, possibilitando melhores prognosticos aos
pacientes (Narayan, 1994; Walsh & Worthington, 1998; Srougi,
1999).

O grande numero de trabalhos realizados com esta neoplasia
é justificado pela alta incidéncia desta patologia, que representa
cerca de 40% (Srougi, 1999) dos tumores que acometem o0s
homens, bem como pela necessidade de compreender melhor a

etiologia dessa malignidade, tdo complexa e heterogénea.
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3. FATORES ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO DAS
PATOLOGIAS DA PROSTATA

Apesar de nao existir uma inter-relacéo consistente, os fatores
ambientais e genéticos parecem participar da etiologia do cancer de
prostata. Assim, os horménios masculinos apresentam papel crucial
na promoc¢ao do tumor, porém, ndo desempenham a mesma fungao
na manutencdo desses (Narayan, 1994; Walsh & Worthington,
1998).

Os processos bioldégicos do envelhecimento mostram clara
relacdo com essas patologias, uma vez que essas doencas
acometem homens em idades avancadas (Srougi, 1999).

Alguns autores tentam explicar a diferenga na incidéncia do
cancer de préstata nas ragas, baseando-se no polimorfismo da
repeticido CAG do receptor de androgeno (Cussenot & Valeri, 2001).

Varios fatores tém sido sugeridos como associados ao
desenvolvimento do céancer de prostata, como dietas ricas em
gorduras, 0 fumo, a exposicdo a radiacdo, a obesidade, a altura, o
peso ao nascer, a presenca de HPB, o consumo de alcool, os niveis
de atividade fisica (Walsh & Worthington, 1998), a presenca de
neoplasia intra-eptitelial prostatica (NIP) (Downing et al., 2001), as
praticas sexuais ou mesmo a presenca de agentes infecciosos
(Stamey & McNeal, 1992).

No inicio da década de 90, varios trabalhos surgiram na
tentativa de estabelecer relagdo entre a infeccéo pelo virus do
papiloma humano (HPV) e o céncer de prostata (McNeal & Dodd,
1990; McNeal & Dood, 1991, Effert et al., 1992).

Atualmente, diversos genes tém sido estudados com intuito de
encontrar marcadores de iniciagdo e progress&o para 0 cancer de
prostata. Entre eles destacam-se alguns genes que freqiientemente
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apresentam alteracbes genéticas em células germinativas, como os
genes ligados a heranca familiar, HPC-1 (Cussenot & Valeri, 2001)
e 0s genes relacionados com polimorfismos, como o receptor de
vitamina D — VDR (Taylor et al., 1996), a 5 a-redutase (Reichardt et
al., 1995), o receptor de andrégeno - AR (Kantolf ef al., 1998),
dentre outros.

Outros genes estdo diretamente relacionados com alteracoes
somaticas. Dentro desse contexto, destacam-se varios processos
como a perda de heterozigosidade (LOH) no cromossomo 13q
(Cher et al, 1996) e 17p (Massenkeil et al, 1994); o ganho
cromossomal no cromossomo 8q (Cher et al., 1996); a amplificacéo
génica do AR (Visakorpi, et al, 1995) e da proteina mdm-2
(Osmann et al., 1999); a metilacao de ilhas CpG em promotores
elou enhancer dos genes AR (Jarrard et al, 1998), E-caderina
(Graff et al., 1995) e outros.

Existem, ainda, marcadores sanguineos como o PSA e a
Calikreina humana (HK-2) bem como, marcadores para verificar
proliferacdo celular e inibicdo de ciclinas dependentes de quinases,
além de genes relacionados a apoptose, a angiogénese, a adesao
celular, a supressdo de metastases, a imortalizacdo (Marzo et al.,
2001) e a supressao de tumor, como o0 gene TP53 (Levine, 1997).

Existem ainda varios outros marcadores que foram
recentemente descobertos, como DD3 (Verhaegh et al., 2001) e
Rnase L (Carpten et al., 2002).

Compreender os complexos mecanismos que resultam nas
patologias da prostata, caracterizando os genes e 0s possiveis
agentes infecciosos associados a estas afeccdes, pode auxiliar a
deteccdo, o estadiamento, o prognodstico e o tratamento dessas
patologias prostaticas, principalmente ao cancer.
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3.1. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) E SUA RELAGAO

COM AS DOENCAS DA PROSTATA

3.1.1. Caracterizacao dos HPVs

Os virus tém sido implicados como fatores que contribuem
para desenvolvimento de canceres especificos em humanos
(McNicol & Dodd, 1991), devido a varios mecanismos, como
estimulacéo genética da proliferacéo celular e a imunossupressao
do hospedeiro, permitindo, assim, a emergéncia do tumor (Zur
Hausen, 1991).

Os HPVs sdo pequenos virus constituidos de DNA que
infectam as células epiteliais e mucosas, podendo causar uma
variedade de lesbes hiperplasicas (Alani & Minger, 1998). Estes
virus, portanto, podem ser mucosotropicos, que infectam as
mucosas, oral, respiratdria e genital, e cutaneotrépicos encontrados
em individuos imunocompetentes e em portadores de
epidermodisplasias verruciformes (Reid et al., 1987).

Sao constituidos por genoma de 7,2 a 8 Kb, o qual pode ser
dividido em 3 regides: a regiao de controle longa (LCR), que
representa 10% do genoma, a regido inicial, que apresenta os
genes transcritos inicialmente (E1, E2, E4, E5, E6 e E7),
importantes no controle da replicacao e transcricdo e a tardia, que
apresenta os genes expressos tardiamente, L1 e L2, que compdem
o capsideo viral (Figura 2). O controle da expressdo génica é
complexo e controlado por fatores transcricionais celulares e virais
(Zur Hausen, 1996).
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Figura 2. Estrutura do genoma do HPV 16.
Fonte:www.kesler.biology.rhodes. edu/scij/1999/lum.html
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Atualmente, existem mais de 90 tipos de HPVs, sendo que
aproximadamente 40 infectam o trato anogenital, podendo ser
divididos em tipos de alto e baixo risco, associados a carcinogénese
anogenital (Alani & Minger, 1998).

Os tipos 16 e 18 que infectam essa regiao tém sido
considerados como tendo alto risco na conversao maligna,
diferentemente dos tipos 6 e 11, os quais raramente estdo
associados a este tipo de leséo, sendo portanto considerados tipos
de baixo risco (Zur Hausen, 1996).

As proteinas iniciais, E6 e E7, dos HPV de alto risco s&o
consideradas oncoproteinas (Zur Hausen, 1991), devido a
habilidade de se ligarem, respectivamente, as proteinas da célula
hospedeira, p53 e Rb (Tu et al., 1994; Zur Hausen, 1994).

Em 1996, o “Centers for Disease Control & Prevention” (CDC),
estimou ser o HPV, a doenca viral sexualmente transmissivel
(DST), mais freqiiente na populagdo (Okada et al., 2000). Sabe-se
que os HPVs sao detectados em mais de 90% dos canceres do colo
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uterino (Favre et al., 1997), mostrando, assim, a importancia de

programas de salide para o controle destas infeccoes.

3.1.2. HPV e a Prostata

Atualmente, as pesquisas relacionadas com a presenca do
HPV se restringem a populagao do sexo feminino, na qual esta
associacdo tem sido repetidamente documentada. Pouco se sabe
da relacdo entre HPV e a infec¢do no sexo masculino, apesar da via
de transmissao destes virus ser sexual e bem conhecida.

Acredita-se, portanto, que a discrepancia de lesdes malignas,
HPV associadas, entre homens e mulheres se deve as diferencas
de infectividade, persisténcia e suscetibilidade do epitélio genital a
transformacao induzida por esses virus (McNicol & Dodd, 1991).

Mesmo assim, as evidéncias de HPV em tumores cervicais,
vulvares (McNicol & Dodd, 1990; Tu et al., 1994), em lesdes
penianas, uretrais (McNicol & Dodd, 1991) no liquido seminal, em
células do esperma (Effert et al., 1992; Lai et al., 1996) e na urina
(Nakazawa et al., 1991) d&o suporte para investigacéo desses virus
na prostata.

Esses virus tém efeito cooperativo, juntamente com outros
carcinbgenos humanos, no desenvolvimento dos tumores HPV
associados, sendo que, o virus sozinho néo € suficiente para causar
cancer, sendo necessario modificagdes adicionais no DNA da célula
hospedeira (Zur Hausen, 1989; Zur Hausen, 1991).

A identificacdo de um agente infeccioso associado ao CaP,
poderia ser importante descoberta juntamente com a possibilidade
da préstata atuar como um reservatorio glandular desses agentes,
participando, entdo, da transmissdo desses organismos por meio de



R e
-

contatos sexuais (Strickler et al., 1998) ou mesmo via ejaculacéo
(Serfling et al., 1992).

Kyo et al., (1994) sugerem altas taxas de infecgdo do HPV na
prostata, devido a analogia com 0 colo uterino.

Entretanto, a associacao do CaP com HPV & muito mais fraca
do que a associacdo desses virus com cancer cervical, devido a
baixa prevaléncia de HPV encontrados, porém, € importante
lembrar que, os estudos associando HPV e o céncer cervical
ficaram inconsistentes por varios anos e isto pode ser o que esteja
acontecendo, atualmente, com associacao entre o HPV e a prostata
(Dillner et al., 1998).

Alguns pesquisadores encontraram clara associacdo do
cancer de prostata com HPV (Serth et al., 1999), sugerindo que o
HPV 16 pode estar contribuindo para desenvolvimento desse
cancer, enquanto outros mostraram que o HPV esta presente de
forma semelhante em tecidos malignos e benignos (HPB e tecido
normal), sugerindo que a prostata funcionaria como possivel
reservatorio da infeccdo e re-infeccdo associadas as neoplasias
cervicais (McNicol & Dodd, 1990; McNicol & Dodd, 1991; Rotola et
al, 1992). Contrapondo estes resultados, outros autores néo
encontraram HPV nos tecidos prostaticos analisados (Effert et al.,
1992: Wideroff et al., 1996; Strickler et al., 1998), concluindo que
estes virus nao estdo associados as doencas da prostata.

Acredita-se que estas variagoes se devam as diferencas na
sensibilidade dos métodos utilizados (Serth et al., 1999), ao tipo e
quantidade de amostras (lbrahim et al., 1992; Strinckler et al.,
1998), ao método cirlrgico utilizado para coletar amostra (Tu et al.,
1994), as caracteristicas da populacéo analisada (lbrahim et al.,
1992: Tu et al., 1994), ao baixo nimero de cdpias virais bem como
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a heterogeneidade genética e/ou histolégica da préstata (Serth et
al., 1999).

3.1.3. Métodos de Detecgdo dos HPVs

Os diagnésticos convencionais incluindo cultura,
imunohistoquimica e microscopia eletrdnica s&o ineficientes ou
insensiveis para detectar HPV em amostras clinicas (McNicol &
Dodd, 1991).

Recentemente, técnicas que utilizam acidos nucléicos, como
a técnica de hibridacdo (Southern, 1975), bem como PCR,
desenvolvida em 1985 por Karry Mullis (Saiki et al, 1985), tém
permitido rastrear a presenga do DNA viral em amostras clinicas.

A PCR, que demonstra ser uma técnica eficiente e
extremamente sensivel, capaz de detectar infimas copias do DNA
viral do HPV, & um metodo de amplificacdo in vitro, de pequenas
quantidades de DNA ou RNA, que requer a enzima DNA
polimerase, 0os dNTPs (nucleotideos trifosfatos — citosina, guanina,
timina e adenina), a molécula de acido nucléico e os primers, que
seriam os iniciadores, desenhados para flanquearem a regido de
interesse do estudo a ser realizado. Estes reagentes s&o
misturados em um recipiente € encaminhados ao termociclador no
qual os passos de desnaturacdo do DNA, anelamento dos primers e
extensdo dos fragmentos pela atividade enzimatica da Thermus
aquaticus (Taq DNA polimerase), permitem gerar milhdes de copias
da regigo alvo (Innis & Gelfand, 1990).

Dentre os primers mais utilizados nos EUA para deteccao do
HPV encontra-se o par MY09/MY11 (Manos et al., 1989), capaz de
detectar 1 copia do DNA viral por 100 células da prostata (Strickler

et al, 1998). Estes iniciadores amplificam a regido L1 do capsideo
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viral, gerando um fragmento de aproximadamente 450 pb, de pelo
menos, 25 tipos de HPV genitais (Ting & Manos, 1990).

A possibilidade de erro em detectar agentes infecciosos, torna
necessario e indispensavel o uso de um gene controle na PCR com
intuito de monitorar o processamento da amostra clinica e o
desempenho da reacao (Ting & Manos, 1990).

Posteriormente a deteccdo dos HPVs, sio realizadas as
genotipagens ou tipagens dos mesmos. Varias técnicas como
Southern blot, dot blot (Ting & Manos, 1990), ou mesmo restricado
enzimatica (Bernard et al., 1994), tém sido utilizadas para este fim.
Entretanto, a PCR é mais sensivel por permitir amplificacdo da
seqiiéncia alvo do DNA, sendo, portanto, a melhor escolha para
estudos epidemioldgicos de investigacdo do HPV (Guerrero et al.,
1992: Herrington et al., 1995).

A modificacdo na PCR, como a dupla ampilificacdo (PCR-
nested) de um fragmento, ou seja, o fragmento gerado durante a
primeira reacéo €&, posteriormente, amplificado com outro par de
primer, interno ao primeiro fragmento, aumentando a sensibilidade
de deteccdo desses agentes (Tang et al, 1997), diminuindo
resultados falso-negativos e aumentando a chance de gerar
resultados falso-positivos durante a manipulagdo. Por isso todo
cuidado deve ser tomado durante a transferéncia do produto da
primeira reac&o para a segunda.

Esta técnica tem sido utilizada para deteccdo de HPV em
verrugas cutaneas (Harwood et al., 1999) e em esfregagos cervicais

e vaginais (Husnjak et al., 2000).
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3.2. O SUPRESSOR DE TUMOR - P53

3.2.1. Caracterizagao do gene e da proteina p53

O gene TP53, descoberto em 1979, foi considerado por muito
tempo como proteina oncogénica, envolvida no controle do ciclo
celular. Este gene localiza-se no braco curto do cromossomo 17
(Figura 3), na posicado 17p13 (McBridge et al., 1986) e contém em
extensdo total 20 Kb e 11 exons, sendo o primeiro exon separado
do segundo, por um intron de aproximadamente 10 Kb (Lamb &
Crowford, 1986).

17p15 =

17p12 —Jomwmmy
17plla2 —

teetisd
17911.2 —

1?q12-j$mmm

17921 —
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17923 —

17924
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Figura 3. Cromossomo 17.
Na posicéo 17p13 localiza

o locus do gene TP53.
Fonte: www.ncbi.nim.nih.gov
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Este gene, supressor de tumor (Koshland, 1993), apresenta 2
promotores, o P1, que esta localizado 100-250 pb acima do primeiro
exon do gene, o qual ndo é traduzido, e o segundo promotor, P2,
que se localiza no intron 1 e € 50 vezes mais eficiente do que o
primeiro. Desta forma, a regulacao do TP53 se da por 2 promotores,
que desempenham papel importante tanto em células normais
quanto nas células mutadas (Reisman ef al., 1988).

O gene supressor de tumor TP53 codifica para uma
fosfoproteina (Hainaut et al., 1997) de 393 aminbacidos (Levine,
1997), 53 KDa (Reisman et al., 1988) que atua como fator de
transcricdo (Koshand, 1993; Levine, 1997; Hainaut et al., 1997), no
ciclo celular, regides conhecidas como checkpoints (Paulovich et al.,
1997: Meek, 1999), na integridade do DNA e na sobrevivéncia de
células expostas a agentes que danificam o material genético,
atuando desta forma, como inibidora da carcinogénese (Hainaut et
al., 1997).

Os checkpoints s&o como sistemas de transducdo de sinal
que comunica a informacao entre a lesdo no DNA e os
componentes do ciclo celular (Paulovich et al., 1997).

A proteina p53, que e um tetramero (Jeffrey et al., 1995),
apresenta 4 dominios principais, sendo o dominio N-terminal, a
regido onde ocorre ativagdo positiva da transcricao (residuos 1-42),
regulada negativamente pela mdm2 (May & May, 1999), a qual tem
importante papel na degradacado da p53, funcionando com
ubiquitina-ligase ou como proteina exportadora da p53 do nucleo
para o citoplasma, onde sera degradada (Ashcroft & Vousden,
1999). Posteriormente, existe um dominio central ou core, o qual
apresenta duas atividades bioquimicas, ou seja, capacidade de se
ligar as seqiiéncias especificas no DNA (residuos 102-292) (May &



May, 1999) e de reparar os danos do DNA via atividade de
exonuclease 3’ - 5’ (Albrechtsen et al., 1999). Em seguida, entre os
aminoacidos 324-355, existe um sitio de oligomerizacdo da
proteina, que é constituido por 2 alfa hélices e 2 beta pregueadas
(Levine, 1997), sendo essencial para atividade supressora da
proteina (Jeffrey et al., 1995). Por ultimo, um complexo dominio C-
terminal com multiplas fungcbes, como as interacbes com proteinas
heterélogas e a capacidade de se ligarem sem especificidade, ao
DNA danificado (Hainaut et al., 1997), ou mesmo, a habilidade em
regular a ligacéo da p53, por meio do dominio core, as seqléncias
especificas no DNA ou RNA (Levine, 1997).

Mesmo com todas estas descricdes, acima mencionadas, o
exato papel de cada um dos dominios ainda ndo esta claro (Hainaut
et al., 1997).

ESTRUTURA DA PROTEINA p53

1-50 63-92 100-300 3358 363.39)

Ativacao da
transcricao

Tetramerizagio

January 2002 Magali Olivier, Pleste $iainant, JARC

Figura 4. Estrutura da proteina pS3.
Fonte: www.iarc.fr/p53/



3.2.2. Mecanismos de Regulacao da p53

Geralmente, em uma célula normal a concentracéo da p53 é
baixa e tem vida-média curta de aproximadamente 20 minutos
(Levine, 1997). Entretanto, diferentes tipos de danos ao DNA como,
por exemplo, quebra da fita dupla produzida por irradiacéo e a
presenca de outros tipos de danos, devido a irradiagdo UV ou
quimicos, levam ao aumento da vida-média da proteina p53 que,
possivelmente, acontece, gracas a modificacéo pos-traducional da
proteina, sem inducdo dramatica nos niveis de RNA mensageiro,
via mecanismos de acetilacdo, fosforilacdo e desfosforilacdo da
proteina (Jimenez ef al, 1999). Entretanto, alguns autores
acreditam que este mecanismo de regulacéo pode ocorrer tambéem,
em nivel transcricional (Reisman et al, 1988). Esta proteina &,
entdo, translocada para o nucleo e estabilizada, ficando competente
para ligar ao DNA e ftransativar genes em respostas aos danos
(Jimenez et al., 1999).

O controle poés-traducional é permitir um método rapido,
sensivel e flexivel, tendo facil reverséo, para regular a atividade da
p53, em resposta a varios estresses celulares (Lakin & Jackson,
1999).

Outro mecanismo capaz de ativar p53 € a hipdxia, frequente
em tumores que se multiplicam e chegam a tamanhos criticos,
gerando a necessidade de angiogénese para dar subsidios ao
crescimento tumoral, entretanto a p53 do tipo selvagem, leva a
célula & morte, por inibir a angiogénese (Aimog & Rotter, 1997).

O aumento na expressao de p53 esta diretamente relacionado
com a extensdo do dano no DNA (Levine, 1997), que ativa
transcricdo de genes como os inibidores de ciclina quinase, p21
(Levine, 1997; Hainaut et al, 1997, Lakin & Jackson, 1999) e
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GADD45 (Levine, 1997), os quais regulam negativamente o ciclo
celular em G1 e reguladores de apoptose como bax-1, que inibe
bcl-2, que é considerada uma proteina anti-apoptotica (Hainaut et
al., 1997; Lakin & Jackson, 1999) e IGF (fator de crescimento de
insulina) que aumenta apoptose e diminui a resposta a replicagdo
celular (Levine, 1997; Aimog & Rotter, 1997).

A p53 parece atuar, também, em mais 2 pontos do ciclo G2/M
e GO/G1 (Levine, 1997; Almog & Rotter, 1997). A interrupcdo do
ciclo celular em G2 parece estar associada a inducdo da proteina
sigma 14-3-3 (Lakin & Jackson, 1999). Existem relatos de que p53
regula a duplicacdo do centrdmero ou monitora a super produg¢ado
dos mesmos, sugerindo possivel mecanismo pelo qual, a perda da
p53 leva a instabilidade genética (Fukasawa et al., 1996).

Varios outros genes tém sido relacionados ao controle da
atividade da p53. As proteinas quinases, ATM (proteina quinase
mutada em pacientes com ataxia telangiectasia) e ATR (quinase
relacionada a ataxia telangectasia), fosforilam p53 em algumas
serinas, como a 15 e 37 e com isto modificam a estrutura terciaria
da proteina, o que leva a inibicdo da interagado entre a regidao N-
terminal da p53 e mdmz2 (Lakin & Jackson, 1999; Matlashewski et
al., 1999; Jimenez ef al., 1999).

Ndo se sabe ao certo, como a célula opta por cessar a
replicacdo ou levar a célula a morte, porém numerosos fatores
afetam esta deciséo (Levine, 1997; Lakin & Jackson, 1999), como a
especificidade e maturidade celular, os fatores celulares internos,
ou mesmo, 0s sinais externos que ativam p53 na célula (Almog &
Rotter, 1997).

O produto do gene TP53 parece ter também envolvimento na
diferenciacdo de diversos tipos de células, sendo a p53 regulada
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em momentos diferentes, dependente do tipo de célula (Almog &
Rotter, 1997).

3.2.3. Mecanismos de Inativacdao do Gene TP53

Em, aproximadamente, 50% dos cénceres (Koshland, 1993;
Harris, 1993; Almog & Rotter, 1997), ocorre inativagao da fungéo da
proteina supressora de tumor, p53, por meio de varios mecanismos,
incluindo delecao e, principalmente, mutacdo de ponto (Hainaut ef
al., 1997) missense (troca o sentido do aminoacido), que ocorre
com fregiiéncia superior a 90% (Harris, 1993; Hernandez-Boussard,
et al., 1999), sendo, portanto, o tipo mais freqliente (Vogelstein &
Kinzler, 1992; Almog & Rotter, 1997). As delecbes e insercdes sao
menos freqlientes representando, 12,5% do total de mutaches
(Hernandez-Boussard, et al, 1999). As mutagbes sem sentido
(nonsense) geralmente produzem proteinas truncadas e néao
ocorrem na regiao de ligacao ao DNA (May & May, 1999).

A pré-selecdo da mutagdo € feita quando a enzima DNA
polimerase passa, na fita do DNA, e erra ao ler a lesdo que ai se
encontra. Assim, a fita ndo transcrita €& reparada com menor
eficiéncia do que a fita transcrita, na qual ocorre a maioria das
mutacOes (Pfeifer, 1997).

As células que apresentam mutagbes ou inativagdo da p53,
por proteinas virais ou proprias do hospedeiro, sdo geneticamente
mais instaveis, 0 que permite acumulo de mutagdes e rearranjos
cromossOmicos que irdo aumentar e permitir rapida selecéo de
clones malignos (Lane, 1992).

Ja foram descritas, até 2002, mais de 16.000 mutacdes
(IARC, 2002) que, frequientemente, resultam em proteina mutante,
superexpressa, quando comparada aos niveis da proteina

SISBI/UFU
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selvagem. Entretanto, existem mutacdes que levam a auséncia da
proteina, ou mesmo, a nao modificacdo da quantidade da mesma
(Borresen, et al., 1991).

Alguns tumores inativam p53 via amplificacdo do gene MDM2
ou pela localizagéo da proteina no citoplasma, ou seja, translocacéo
via mdm2 da p53 para citoplasma, tornando-a inativa (Vogelstein &
Kinzler, 1992; Levine, 1997; Lakin & Jackson, 1999), portanto
nestes tumores, P53 n&o esta mutado (Lane, 1992), uma vez que a
proteina j& esta sendo inativada. Existem, ainda, canceres que nao
apresentam mutacdes no P53, como teratocarcinomas (Levine,
1997) ou que apresentam inativacao da p53 por interagdo com
proteinas virais (Vogelstein & Kinzler, 1992), como a interagao da
oncoproteina viral E6 do Papilomavirus Humano tipo 16 e 18 com a
p53. Esta interagdo ocorre via proteina ligase E6-AP
(Hengstermann ef al., 2001), a qual leva a degradacao da p53 via
proteossomo dependente de ubiquitina (Scheffner et al., 1990;
Thomas et al., 1999a). Este mecanismo bloqueia o controle via p53,
do ciclo celular e da apoptose, favorecendo a replicacdo viral (Lane,
1992; Tong et al., 2000).

Ao contrario destes mecanismos, as mutacdes podem levar a
perda de fungdo (capacidade supressora de tumor) e/ou ganho de
funcdo (funcionando como oncogene), devido a alteragdo do
repertorio de genes regulados pela p53 (Harris, 1993).

A maioria das mutacdes, que predispde ao pior prognodstico
(Koshland, 1993), acontece na regiao onde a proteina apresenta
sitios de ligacdo ao DNA. Este evento permite a proliferacdo de
células que possuem p53 suprimidas ou ausentes (Hainaut et al.,
1997; Pfeifer, 1997), devido a perda da capacidade da proteina p53
se ligar aos sitios especificos e regular a transcricdo de genes

i 5 :
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importantes (Vogelstein & Kinzler, 1992) no controle do ciclo celular
e da apoptose.

Essas mutacdoes permitem vantagens para'expanséo clonal
das células pré-neoplasicas ou neoplasicas (Hainaut et al., 1997),
por aumentarem as taxas de proliferagdo celular e a quantidade de
células transformadas, devido a inibicdo da apoptose (Harris, 1993).

A grande diversidade de mutagdes, em mais de 250 cddons,
se torna uma valiosa ferramenta para identificar as causas de
algumas neoplasias humanas podendo ser utii @ detecgédo, ao
diagndstico e as terapias do cancer em questdo (Vogelstein &
Kinzler, 1992).

Acredita-se que a p53 mutante pode se associar a proteina
tipo selvagem, de maneira negativa-dominante, levando a perda de
funcdo da proteina do tipo selvagem, assim, o individuo
heterozigoto para alelo selvagem n&o tem fungdo normal
(Vogelstein & Kinzler, 1992). Ao contrario, Chen et al., (1990)
relatam que ambos alelos selvagens do P53 tém que estar mutados
para ter efeito oncogénico e que, em igual dosagem, o tipo
selvagem é capaz de superar a influéncia do alelo mutado.

Segundo o banco de dados do IARC (International Agency of
Research on Cancer), a maioria das mutacdes, aproximadamente
90% (Levine, 1997, Hainaut et al, 1997), sao encontradas nas
regides dos exons de 5 a 8. Existem, ainda, dentro destas regides,
os hotspots (codons 175, 245, 248, 273 e 282) (Pfeifer, 1997), que
seriam tanto regides do DNA altamente suscetiveis a mutagdes
como um codon que produz um residuo chave na fungdo bioldgica
da proteina, ou mesmo, ambos (Beroud et al., 1996).

Esse mesmo banco de dados relata que esta proporcéo de
mutacdes pode estar subestimada, devido ao grande nlmero de
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pesquisas que utilizam apenas as regides hotspots para avaliar a
presenca de mutacoes (Beroud et al., 1996).

Acredita-se que ap6s a mutacdo do tipo missense ocorrer em
um dos alelos, a funcdo do outro alelo selvagem €& perdida pelo
evento conhecido como perda de heterozigosidade (LOH) (May &
May, 1999). Entretanto, alguns autores acreditam que LOH & um
dos multiplos eventos que ocorre anterior as mutacdes (Macera et
al., 1999).

Pessoas heterozigotas para alelo selvagem do P53
desenvolvem cancer com alta freqiiéncia (90-95%) e quase sempre
em idade precoce, mostrando que a quantidade de p53 na célula
influencia o fenotipo (Levine, 1997).

A natureza das mutacdes também varia de um tumor para
outro (Hainaut et al, 1997) e este fato altera a expressdo da
proteina p53 por alterar os mecanismos de transativacao,
necessarios para regular a expressao do gene TP53 (Reisman et
al., 1988) e dos genes regulados por ele.




3.2.4. Mutagdes no gene TP53 no cancer de préstata
A frequéncia de mutagbes em cancer de prostata primarios
varia de 0-42% (Castagnaro et al., 1993; Moyret Lalle ef al., 1995;

Wertz ef al., 1996).
Alguns autores acreditam que essas mutacOes representam

um evento tardio na progressao do cancer de prostata, ou seja,
cancer metastatico ou resistente a andrégeno, nao estando
presentes em todos focos derivados de um mesmo tumor (Roy-
Burman et al., 1997). Outros sugerem que estas mutacdes n&o séo
essenciais para o cancer metastatico (Wang & Wong, 1997).

Apesar da incidéncia de mutacdo nao ser alta, quando ocorre,
contribui para evolugdo do cancer de prostata, sendo importante
marcador para prognoéstico de agressividade e de tratamento da
doenca (Roy-Burman ef al., 1997, Wang & Wong, 1997). Essas
mutacoes sdo importantes para terapias que visam reparo da p53
inativa (Almog & Rotter, 1997).

A proteina p53 selvagem, parece ter efeito negativo, “in vitro”,
na transcricdo do gene PSA, por interromper a interacao entre a
regido N-terminal e a C-terminal do receptor de andrégeno humano
(ARh), necessaria para regular positivamente a expressao do PSA.
Entretanto, sugere-se que a proteina p53 mutada ndo tem esta
atividade negativa permitindo alta transcricdo do gene PSA pela alta
transativacdo do AR no promotor deste gene. Assim, o fenétipo
metastatico do cancer de prostata, pode depender das mudangas
na expressdo de genes que sédo regulados pelo TP53, tanto por via
direta na transcricdo quanto por efeito negativo no ARh, sendo
portanto, associado a regulacéo da expressdo génica regulada por

androgenos (Shenk, et al., 2001).
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Alguns autores levantam a hipdtese de que diferencas no
padrdo de mutacdes no gene TP53, em varios de tipos de canceres,
refletem efeito da especificidade a carcindgenos particulares,
enddgenos ou exogenos, bem como da origem do tumor (May &
May, 1999; Pfeifer, 1997). Assim, estas mutagdes no TP53, variam
consideravelmente, com o tipo do tumor e parece ser especifica a
cada orgao (Pfeifer, 1997).

Acredita-se ainda, que alguns parametros podem influenciar o
espectro de mutagdes, como a idade, o sexo, a raga, o local de
moradia, os fatores ambientais, etc (De Vries et al., 1996; Hainaut et
al., 1997).

Os dados controversos em relagdo a presenca de mutacoes
no gene TP53 no céncer de prostata, sugerem que este gene néo é
um bom marcador para predizer 0 prognéstico do paciente,
entretanto, acredita-se que estas alteragdes possam ter importante
papel no desenvolvimento de resisténcia ao tratamento de radiagao
em canceres metastaticos (Ruijter et al., 1999).

3.2.5. Polimorfismo Arg72Pro do gene TP53

Um trabalho realizado com cDNA e alguns clones genémicos
do gene TP53 de uma variedade de células normais e
transformadas, revelou que no codon 72 desse gene, existem
variagbes de aminoacidos como prolina (Pro), arginina (Arg) e
raramente cisteina (Cis) (Matlashewski ef al., 1987).

Nos humanos, tem-se sugerido que individuos homozigotos
para alelo arginina s&o mais predispostos ao desenvolvimento de
tumores do que 0s homozigotos para alelo prolina (Matlashewski et
al., 1987).
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Estes polimorfismos s&o mantidos pela selecdo natural
(Beckman et al.,1994), embora apresentem habilidades diferentes
de se ligarem a componentes da maquinaria transcricional, o que
resulta em diferentes mecanismos de ativar transcricao, induzir
apoptose e reprimir transformacdo de células tumorais primarias
(Thomas et al., 1999b).

Acredita-se que o desenvolvimento do cancer e a
possibilidade de alguns tumores responderem a terapia, dependem
do polimorfismo do cédon 72 do gene P53 (Thomas et al., 1999b).

Homozigotos para alelo que codifica para arginina pode
representar potencial risco para tumorigénese da pele (Dokianakis
et al., 2000) e da bexiga (Soulitzis et al., 2001).

Entretanto, ndo foi encontrada diferenca na fregiiéncia alélica
desse polimorfismo entre os pacientes com carcinoma cervical e o
grupo controle (Tong et al., 2000), apesar de outro trabalho ter
encontrado que 0s homozigotos para alelo arginina conferem alta
suscetibilidade a tumorigénese cervical associada ao HPV (Makni et
al., 2000).

Similarmente tem sido sugerido que homens com 0 genotipo
Pro/Pro possuem um risco reduzido para desenvolver cancer de
prostata (Henner et al., 2001).

A diversidade genética das diferentes populacdes da subsidio
aos estudos epidemiolégicos que tentam relacionar o polimorfismo
do codon 72 com o desenvolvimento de neoplasias associadas ou

nao ao HPV.
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3.2.6. Metodologias para Deteccdo de MutagGes no gene
P53

A variacéo na deteccdo de mutacdes no gene TP53 resulta do
uso de diferentes técnicas, como gel de gradiente de desnaturacéo
(DGGE) ou polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP), ou
também da heterogeneidade das amostras analisadas. Assim, as
alteracdes neste gene podem depender ndo apenas de qual tumor
esta sendo analisado, mas também de qual regido desse tumor
(Roy-Burman et al., 1997; Ruijter et al., 1999).

A técnica de SSCP permite a deteccao de mutacdes de ponto
ou variacdbes nas sequéncias nucleotidicas, devido as mudancas
conformacionais has moleculas de DNA de fita simples, durante a
eletroforese em gel ndo desnaturante (Pooart et al, 1999).
Entretanto, varios fatores, como quantidade de primers, tamanho do
fragmento a ser amplificado, a posi¢cao e a natureza da substituicio
no fragmento, a composicdo da sequéncia do fragmento de DNA,
influenciam na conformacéo das fitas simples (Sarkar et al., 1992;
Scheffield et al., 1993).

Devido a instabilidade da conformacdo gerada pela fita
simples do DNA, alguns autores desenvolveram o LIS-SSCP (Low
ionic strength — single strand conformational polymorphism), que
consiste em uma adaptacdo da técnica de SSCP, onde a solucédo
desnaturante de formamida é substituida por uma solucdo de baixa
forca idnica (LIS), capaz de garantir maior estabilidade das
moléculas (Maruya et al., 1996).
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CAPITULO 1
ANALISE MOLECULAR DO HPV
E DO POLIMORFISMO Arg72Pro DO
GENE TP53 NO CANCER DE
PROSTATA




INTRODUGAO

A prostata pode ser acometida por diferentes patologias,

como o cancer de prostata (CaP), a hiperplasia prostatica benigna
(HPB) bem como as neoplasias intraepitelias prostaticas (NIPs).

A alta freqliéncia dessas patologias, principalmente CaP e
HPB, em homens com idade superior a 50 anos, justificam a grande
quantidade de pesquisas relacionadas a estas afecgdes.

No contexto geral, o cancer de prostata ocupa o quinto lugar,
com 20.820 casos e o segundo entre as malignidades que
acometem os homens (24,94/100.000). Nas regioes do Brasil este
tipo de cancer & o segundo mais incidente nas regides Centro-
Oeste e Sudeste, ficando com a primeira posicdo no Nordeste, a
terceira no Sul e a quarta no Norte (Kligerman, 2001).

A etiologia do cancer de prostata ainda € desconhecida,
embora varios fatores tém sido sugeridos como possiveis
associados a esta malignidade, como dietas ricas em gorduras
(Srougi, 1999), o fumo, a exposicdo a radiacdo, a obesidade, a
altura, o peso ao nascer, a presenca HPB, o consumo de alcool, os
niveis de atividade fisica (Stamey & McNeal, 1992), a presenca de
NIP (Downing et al, 2001), as praticas sexuais, ou mesmo, a
presenca de agentes infecciosos (Stamey & McNeal, 1992) e de
alteracdes genéticas (Moyret Lalle ef al., 1995).

A possibilidade de se encontrar fatores associados a
carcinogénese da prostata poderia auxiliar a detecgdo, o
prognéstico, € o tratamento desta doenca tdo complexa e
heterogénea.

Hoje, o papilomavirus humano (HPV) esta sendo fortemente
correlacionado ao desenvolvimento de tumores humanos, tanto



benignos (verrugas cutdneas e mucosas) quanto malignos

(carcinoma cutaneos e anogenitais) (Zur Hausen, 1994).

S3o conhecidos atualmente 230 tipos de papilomavirus,
sendo que mais de 90 infectam os homens (De Villiers, 1996) e
aproximadamente, 40, infectam o trato anogenital. Esses virus séo
divididos em tipos de alto risco (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 55, 56, 58, 59, 68, dentre outros) frequentemente associados
aos tumores e os tipos de baixo risco (6, 11, 40, 42, 53, 54, 57, 66 e
MMB8) nao associados ao cancer (Gravitt ef al., 1998).

Os HPVs sdo virus ndo envelopados e constituidos por fita
dupla de DNA circular com tamanho aproximado de 8 Kb. Esses
virus codificam proteinas iniciais (E1, E2, E4, E5, E6 e E7),
envolvidas no controle da replicacdo e transcricdo e proteinas
tardias (L1 e L2) que compdem o capsideo viral (Howeley, 1996).

As proteinas E6 e E7, instituidas como oncoproteinas, tem
importante papel na carcinogénese cervical por se associarem,
respectivamente, as proteinas celulares p53 e Rb (retinoblastoma)
(Zur Hausen, 1994).

O surgimento das técnicas de biologia molecular como a
hibridacdo e a PCR, permitiram grandes avangos na associa¢do de
infeccdes pelo HPV com diferentes tipos de tumores.

Desde entdo, varios autores relatam a presenca do HPV em
lesGes uretrais (McNicol & Dodd, 1991), penianas (Castellsaqué et
al., 1997) bem como na urina (Nakazawa ef al., 1991), em células
espermaticas e liquidos seminais (Lai et al., 1996), dando subsidios
a verificacéo da infeccao por estes virus em tecidos prostaticos.

A identificagdo de um agente infeccioso associado as
patologias da prostata, principalmente ao cancer, poderia ser uma
importante descoberta, juntamente com a possibilidade dessa
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glandula atuar como reservatorio desses agentes, participando,
entdo, da transmissdo desses virus por meio do contato sexual
(Strickler et al.,, 1998) ou mesmo via ejaculacdo (Serfling et al.,
1992).

Estudos prévios relatam taxas de prevaléncia do DNA do HPV
em amostras provenientes da prostata, que variam de 0 a 100%
(Strickler et al., 1998; McNicol & Dodd, 1990).

O gene supressor de tumor P53 codifica para uma
fosfoproteina (Hainaut et al,, 1997) de 393 amindacidos (Levine,
1997), 53 KDa (Reisman et al., 1988), que atua como fator de
transcricao (Koshand, 1993; Levine, 1997, Hainaut ef al.,, 1997) no
ciclo celular, regides conhecidas como checkpoints (Paulovich et al.,
1997; Meek, 1999), na integridade do DNA e na sobrevivéncia de
células expostas a agentes que danificam o material genético,
atuando desta forma, como inibidora da carcinogénese (Hainaut et
al., 1997).

Um polimorfismo existente no codon 72 do gene P53 (Thomas
et al, 1999) tem sido amplamente correlacionado as neoplasias
associadas ou nao ao HPV. Storey et al. (1998) sugeriram gue 0s
individuos homozigotos para o alelo arginina séo aproximadamente
7 vezes mais suscetiveis a carcinogénese cervical associada ao
HPV. Isto se deve a habilidade da oncoproteina E6 dos HPVs de
alto risco, 16 e 18, degradarem mais rapidamente a forma
homozigota para alelo arginina do gene TP53, permitindo o
aumento das taxas de mutacgao e instabilidade cromossémica.

Esta descoberta possibilitou estudos similares em tumores de
bexiga (Soulitzis et al., 2002), esdfago (Kawaguchi et al., 2000),
pele (Dokianakis ef al., 2000) e varios outros trabalhos com colo de
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Utero (Szarka et al., 2000; Tong et al., 2000), entretanto estes
mostraram dados controversos.

Os objetivos deste trabalho foram: 1) avaliar a prevaléncia do
HPV nos pacientes com cancer de prostata; 2) analisar a freqgiiéncia
do polimorfismo Arg72Pro do gene TP53 para determinar o efeito
deste, no desenvolvimento do céncer de préstata; 3) associar o
polimorfismo Arg72Pro com a presenca do HPV em amostras
apresentando cancer de préstata.
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PACIENTES E METODOS

Pacientes

As amostras dos pacientes utilizadas neste trabalho foram
coletas no periodo de 2000 a 2002, pelos médicos e residentes do
servico de Urologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU). Todos os pacientes assinaram o Termo de
Consentimento (Anexo 1), autorizando o uso das amostras na
pesquisa.

Foram enviadas ao Laboratorio de Genética Molecular da
UFU 36 amostras de tecidos prostaticos de pacientes com idade
média de 69 anos. Dessas, 21 apresentaram resultados
histopatolégicos para adenocarcinoma, 4 para neoplasia
intraepitelial prostatica (NIP) de alto grau e 11 para hiperplasia
prostatica benigna (HPB). Estas analises foram realizadas no
Laboratorio de Patologia da UFU.

Estas amostras de tecidos prostaticos foram analisadas para
o polimorfismo Arg72Pro do gene P53 e para a presenca do HPV.
As amostras provenientes de prostatectomia radical (incluindo todos
adenocarcinomas, NIP e 2 amostras de HPB) foram agrupadas
diferentemente das obtidas por resseccao transuretral (9 HPBs),
visto que o papilomavirus coloniza 0 meato uretral, podendo infectar
a parte prostatica da uretra.

Para verificar a perda de heterozigosidade (LOH) do gene
TP53, analisou-se 26 amostras de sangue periférico desses
pacientes (14 CaP, 8 HPB e 4 NIP).

Foram ainda analisadas para este polimorfismo, 30 amostras
aleatérias de sangue periférico de homens da populacao,
escolhidas aleatoriamente.
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Apbés os procedimentos cirurgicos, as amostras foram
enviadas ao Laboratério de Genética Molecular da UFU, onde foram
estocados a — 80° C para posterior extracéo do DNA.

Métodos

Extragcao do DNA

Os DNAs das amostras de tecido e sangue, foram extraidos
segundo os protocolos (Anexo 2 e Anexo 3) otimizados no
Laboratorio de Genética Molecular, UFU. Os cuidados necessarios
foram tomados para ndo contaminar as amostras.

Posteriormente, a qualidade do material extraido foi verificada
em gel de agarose 0,8%, submetido a 100 volts, por 40 minutos em
tampao TBE 0,5X (60 mM de Tris, 50 mM de acido bdrico, 0,5 mM
de EDTA, pH 8,0), corado com 0,5 mg/ml de brometo de etidio.

Em seguida, o gel foi analisado e fotografado pelo sistema
ImageMaster Video Documention System - VDS (Pharmacia).

Apo6s a extragdo, os DNAs foram estocados a — 20° C para

posterior analise.

Amplificagdo Génica para o exon 4 do gene P53

Os DNAs extraidos foram amplificados para o exon 4 do gene
TP53 para analisar o polimorfismo Arg72Pro.

As condicbes das reagles foram: 1 ul de DNA, 0,2 mM
dNTPs (Amersham Pharmacia), 1,0 U Tag DNA polimerase
(Phoneutria), 1X do tamp&o da enzima (50 mM KCI; 10 mM Tris-HC]
pH 8,4; 0,1% Triton X-100; 1,5 mM MgCl,), 5 pmoles dos primers,

sendo o volume completado para 20 ul com agua milli-Q.
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O par de primer para o exon 4 foi desenhado utilizando o
Software Primer Designer, versao 2.0 e do Sofware Oligo Tech,
versdo 1.0, sendo o sense (5-ACCATCTACAGTCCCCCTT-3) e o
anti-sense  (5-ACCGTGCAAGTCACAGAC-3). O fragmento
esperado ap6s a amplificacéo € 264 pb.

As reagbes ocorreram no termociclador (MJ Research — PTC
100) com desnaturacio inicial a 95° C por 5 minutos e 35 ciclos com
desnaturacdo por 30 segundos a 95° C, anelamento a 58° C e
extensdo a 72° C por 50 segundo. Posteriormente, foram
submetidas a extensao final a 72° C por 10 minutos.

Apods a reacdo de amplificacao, 10 ul dos produtos foram
analisados em gel de agarose 1,5% submetido a 100 volts por 40
minutos em tampé&o TBE 0,5X (50 mM de Tris, 50 mM de acido
bérico, 0,5 mM de EDTA, pH 8,0), corado com 0,5 mg/ml de
brometo de etidio.

Posteriormente o gel foi analisado no ImageMaster Video
Documentation System - VDS (Pharmacia) para verificagao dos
fragmentos e registro fotografico.

Em seguida, os produtos amplificados dos DNAs dos tecidos
e dos sangues foram analisados pela técnica de LIS-SSCP.

LIS-SSCP

Foram testadas diferentes condicdes para otimizacdo dessa
técnica, como a concentracéo (8% a 20%), a temperatura (4° C e
25° C), a voltagem (150 volts e 500 volts) e o tempo (2 h a 24 h) de
corrida do gel, tendo estabelecido as condicdes relacionadas
abaixo.

Foram adicionados de 2 a 3 ul dos produtos amplificados em

20 pl de tampao de LIS (10% de sacarose, 0,01% de azul de
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bromofenol, e 0,01% de xileno cianol). Estas solucdes foram
aquecidas a 95° C por 10 minutos, sendo imediatamente colocadas
em gelo por mais 10 minutos.

Em seguida 8 pl dos produtos desnaturados foram aplicados
em gel 15% n&o desnaturante de acrilamida-bis 49:1 (30%).

A eletroforese foi realizada em tampao TBE 1X (100 mM de
Tris, 100 mM de acido boérico, 1 mM de EDTA, pH 8,0) por 15 horas
a 150 volts.

Apobs a eletroforese o gel foi corado pelo método do nitrato de
prata - carbonato de s6dio (Anexo 4).

Como os primers utilizados nao foram especificos para o0s
polimorfismos existentes, uma das bandas que apresentou perfil de
homozigosidade foi purificada, clonada e encaminhada para o
sequenciamento, para confirmar o alelo e permitir a analise da

frequiéncia desse polimorfismo nas amostras estudadas.

Purificagao e Clonagem

O produto amplificado do homozigoto selecionado foi aplicado
em gel de agarose (mesmas condi¢Ges descritas anteriormente) e
recortado para posterior purificagéo (Anexo 5).

Apds a purificacdo, o fragmento foi clonado, utilizando o Kit
TOPO TA cloning (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante
(Anexo 6).

Os plasmideos provenientes da clonagem foram extraidos

(Anexo 7) e encaminhados para realizar o sequenciamento.
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Sequenciamento

As amostras foram submetidas ao sequenciamento
automatico, utilizando o kit ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction. Estas foram carregadas em gel
desnaturante de poliacrilamida em um sequenciador automatizado
de DNA ABI 377 (Applied Biosystems).

Amplificacao Para Deteccdo do DNA do HPV

Apos a verificacdo da integridade do DNA extraido dos tecidos
prostaticos (amplificagdo do exon 4 do gene TP53), foram
realizadas reacdes com os primers, degenerados' e modificados,
MYM09 e MYM11, para o genoma do HPV. Estes primers,
desenvolvidos pelo Laboratério Biogenetics Tecnologia Molecular
Ltda (Uberldandia-MG), foram baseados nos ja existentes
MY09/MY11 e GP05+/GP06+, descritos por Manos et al., em 1989
e Jacobs et al., em 1997, respectivamente. As seqiiéncias dos
mesmos ndo serdo identificadas, pois estdo em processo de
patenteamento.

As reacdes de tipagem e detecgo viral (Vieira GS, 2001) com
algumas modificacdes, foram realizadas no Laboratorio Biogenetics.

Uma quantidade de 2 ul do DNA foi utilizada em volume final
de 30 I de reagdo. As condicdes para estas foram: 0,2 mM de
dNTPs (Amershan Pharmacia), 1,56 U de tag DNA polimerase
(Phoneutria), 1X do tampao da enzima (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI
pH 84; 0,1% Triton X-100; 1,5 mM MgCl), 2 mM de MgCl,
(Phoneutria), 30 pmoles do primer MYM11 e 20 pmol do MYMOS9,

sendo o volume final completado com agua milli-Q.
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Para evitar qualquer problema de contaminacdo, as reacdes
foram preparadas em sala isolada e em seguida encaminhadas a
uma outra sala para adicionar o material genético. Estas foram,
entdo, levadas ao termociclador (MJ Research PTC-100)
programado para 36 ciclos contendo os passos de desnaturacao a
95° C, anelamento a 56° C por 30 segundos e extensdo a 72° C por
1 minuto. Apdés os 36 ciclos as reacdes foram submetidas a
extens&o final de 5 minutos a 72° C.

Apods a realizacdo da reacdo de deteccado foram feitas as
reacbes especificas, por meio da PCR-nested, para tipagem do
HPV.

PCR-nested para Tipagem do HPV

O preparo das reacdes de tipagem e deteccdo ocorreu ao
mesmo tempo ou em dias diferentes para evitar contaminagéo, uma
vez que a manipulagdo do material genético aconteceria neste
intervalo.

Para cada amostra foram feitos cinco PCR multiplex,
contendo no total 32 pares de primers, capazes de detectar 32 tipos
diferentes de HPV.

As condicdes das reacdes foram: 0,2 mM de dNTPs
(Amershan Pharmacia), 1x tampé&o da Tag DNA polimerase (50 mM
KCI: 10 mM Tris-HCI pH 8,4; 0,1% Triton X-100; 1,5 mM MgCl,), 1,5
U da enzima Taq DNA polimerase (Phoneutria), 10 pmoles de cada
par de primer - Gibco (em processo de patenteamento), 1X Tamp&o
Enhancer (Invitrogen), 2 ul do produto amplificado da reacdo de
deteccao, completando o volume para 30 pl com agua milli-Q.

A manipulacdo do produto amplificado foi feita na sala
destinada a PCR-nested, ligando-se o fluxo de exaustao e
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mantendo-se sempre © cuidado entre a manipulacdo de uma
amostra e outra, para evitar contaminacao.

A temperatura de anelamento dos primers para o Multiplex 1
foi 53° C, enquanto que a dos outros Multiplex foi 56° C. Os
programas consistiram de 36 ciclos com temperatura de
desnaturacdo de 95° C por 30 segundos, temperatura de
anelamento dos primers indicada anteriormente por 30 segundos e
extens&o dos primers pela enzima Taq DNA polimerase a 72° C por
1 minuto. Apbés os 36 ciclos, as reacdes foram submetidas a
extenso final a 72° C por 5 minutos.

Em seguida, 15 pl dos produtos amplificados foram
analisados, em gel de agarose 1,5% submetido a 120 volts por 1
hora em TBE 0,5X (50 mM de Tris, 50 mM de acido bérico, 0,5 mM
de EDTA, pH 8,0), corado com 0,5 mg/ml de brometo de etidio.

Posteriormente o gel foi encaminhado ao ImageMaster Video
Documentation System - VDS (Pharmacia) para verificacdo dos
produtos amplificados e registro fotografico.

Os marcadores de 25 pb ou 50 pb (Gibco) foram utilizados
para diferenciar os fragmentos relacionados a cada tipos virais

(Tabela 1.1).
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Tabela 1.1. Tamanho dos fragmentos esperados (em pares de
bases - pb) especificos para 32 tipos de HPV.

MULTIPLEX1 MULTIPLEX2 MULTIPLEX3 MULTIPLEX4 MULTIPLEXS
TIPO FRAG TIPO FRAG TIPO FRAG TIPO FRAG TIPO FRAG
(pb) (pb) (pb) {pb) (pb)

31 317 26 285 MM7 305 33 316 06 303

67 288 62 249 55 279 11 291 66 285

51 231 68 239 43 244 56 270 35 276

58 176 59 219 57 235 39 238 18 237

34 170 44 206 54 213 70 208

64 110 30 172 45 193 52 192

61 175 16 175

53 127 MM8 83

As amostras que apresentaram fragmentos especificos aos

tipos relacionados na tabela acima foram confirmadas por meio de

restriciao enzimatica.

Restricoes Enzimaticas

Com intuito de confirmar as seqiiéncias detectadas no gel de

agarose pelo tamanho, em pares de bases, foram feitas restricoes

enzimaticas.

Para um dos fragmentos identificado (multiplex 4) foram feitas

restricoes com duas enzimas Ddel e Rsal (Gibco), que deveriam

gerar fragmentos de 196 pb, 42 pb e 133 pb, 105 pb,

respectivamente. Ja para o outro fragmento detectado (multiplex 5)

utilizou-se a enzima Pstl (Gibco), sendo esperados fragmentos de
96 pb e 79 pb.

As reacdes para restricgdo enzimatica consistiram de 20 U de

enzima, 1X do tampao da mesma, 5 a 7 wl do produto amplificado
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(PCR-nested), completando volume final para 10 ul com agua milli-
Q. A restricao ocorreu a 37° C por 12 horas no termociclador
(Perkin-Elmer).

Posteriormente, 7 ul do produto da restricdo, foram
verificados, por eletroforese, em gel 8% nao desnaturante de
acrilamida-bis 29:1 (30%), que foi submetido a uma corrente de 6
mA por 4 horas.

Para analisar o tamanho esperado dos fragmentos, foram
utilizados marcadores de peso molecular de 25 e 50 pb.

Apo6s a eletroforese o gel foi corado com nitrato de prata
(Anexo 8).

Analise Estatistica

O Teste t, com nivel de significancia de 5%, foi utilizado para
analisar diferencas da prevaléncia do HPV entre os métodos
cirirgicos utilizados para obtencdo dos tecidos prostaticos e entre
as amostras benighas e malignas da prostata.

A andlise do y* com corregdo de Yates e intervalo de
confianca de 95% foi utlizada para verificar diferencas da
freqiiéncia do polimorfismo Arg72Pro entre os grupos de individuos
com HPB e CaP e também entre o CaP e a populacao.
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RESULTADOS

A amplificacdo do exon 4 foi verificada em todas as amostras
estudadas, servindo como controle da qualidade do material

utilizado na pesquisa (Figura 1.1a e 1.1b).

Figura 1.1a. Perfil eletroforético  Figura 1.1b. Amplificacdo do
apresentando a qualidade dos DNAs Exon 4 do gene TP53. Colunas 1-
extraidos. 6: amplificagéo exon 4 do gene
TP53; M = marcador molecular
100 pb; Coluna 7: controle
negativo (sem DNA).

O sequenciamento do homozigoto selecionado pela técnica

de LIS-SSCP identificou o alelo arginina (Figura 1.2). Assim, g
frequéncia do polimorfismo do cédon 72 foi analisada para os

tecidos (HBP, NIP e CaP) e sangues dos pacientes com patologias

prostaticas e para a populacao.

Figura 1.2. Perfil eletroforético do exon 4 por LIS-SSCP em gel 8% de
acrilamida-bis (49:1) , mostrando o polimorfismo Arg72Pro. Colunas 1, 4, 6 ¢
10: individuos heterozigotos; Coluna 2: individuos homozigotos para alelo
prolina; e Colunas 3, 5, 7, 8 e 9: individuos homozigotos para alelo arginina.
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O genétipo Arg/Arg foi encontrado em 18 (50%) dos 36
tecidos apresentando patologias da préstata. Enquanto os
gendtipos Arg/Pro e Pro/Pro foram observados em 15 (41,66%) e 3
(8,33%) amostras, respectivamente (Tabela 1.2). N&o houve
diferencas das freqiiéncias do polimorfismo Arg72Pro entre os
tecidos com HPB e CaP (p=0,36; intervalo de confianca 95%).

As freqliéncias obtidas nos sangues de alguns dos pacientes
com patologias prostaticas também nao diferiram significativamente,
sendo que o grupo com HPB nao diferiu do grupo CaP (p=0,72;
intervalo de confianca 95%), nem este da freqiiéncia encontrada na

populacao (p=0,08; intervalo de confianca 95%}) (Tabela 1.2).

Tabela 1.2. Freqéncia do polimorfismo Arg72Pro nas bidpsias e
nos sangues dos grupos de pacientes estudados.
Gendtipos Biopsias
P HPB NIP CaP Populagao
Arg/Arg 63,64% (7) 75% (3) 38,10% (8) ~

Arg/Pro 27.27% (3) 25% (1) 52,38% (11) -

Pro/Pro 9,09% (1) 0 9,52% (2) .
Total 100% (11) 100% (4) 100% (21) -

Gendtipos Sangues

Arg/Arg 25% (2) 50% (2) 14,28% (2) 46,66% (14)

Arg/Pro 62,5% (5) 50% (2) 78,67% (11)  43,33% (13)

Pro/Pro 12,5% (1) 0 7,14% (1) 10% (3)
Total 100% (8) 100% (4) 100% (14) 100% (30)

HPB = hiperplasia prostatica benigna; NIP = neoplasia intraepitelial protatica; CaP =

cancer de prostata.

O grupo NIP néo foi considerado nas analises devido ao

pequeno numero de individuos anhalisados.
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A Figura 1.3 mostra a frequéncia dos polimorfismos nos

Sangues dos grupos analisados.

orfismo

Frequéncia do Polim
ARG72PRO
£ 8 100% -
@ 35
g2 YT
S E CARG/PRO
8 0% " ' [HPRO/PRO

HPB CaP Populacdo
Grupos Estudados

Figura 1.3. Polimorfismo do cddon 72 do gene TP53 no sangue
periférico, analisado pela técnica de PCR—I__IS—SSCP. Em rosa,
frequéncia do alelo Arg/Arg, em azul; frequéncia do alelo Arg/Pro; e
em amarelo, frequéncia do alelo Pro/Pro. CaP: cancer de prostata;

HPB: hiperplasia prostatica benigna.

Foram analisadas 26 amostras de sangue periférico de
pacientes com patologias prostaticas. Dentre estas, 9 (34,61%)
apresentaram perda de heterozigosidade, ou seja, perderam o alelo
Pro, ficando Arg/Arg. Desses individuos 5 pertenciam ao grupo do

cancer, 3 ao grupo das HPBs e 1 ao grupo das NIPs.
A LOH nos pacientes com CaP foi relacionada ag

estadiamento do tumor (Tabela 1.3). Os resultados encontrados
indicam que este evento ocorre inicialmente no cancer de prostata,
Ou seja, nos estadiamentos de tumores localizados pT1 e pT2 e

com invasao local pT3.



Tabela 1.3. Freqiiéncia de LOH nos diversos estadiamentos do
cancer de préstata.

Numero de Pacientes Estadiamento LOH (%)
2 pT1* 1 (50%)
3 pT2* 2 (66,66%)
6 pT3* 2 (33%)
1 pT4* 0

* Anexo 9; **2 pacientes nao tinham dados do estadiamento do tumor.

Dentre os 36 pacientes analisados para a infeccio pelo HPV,
por meio da PCR e PCR-nested, apenas 2 (5,55%) apresentaram
fragmentos compativeis com os tamanhos esperados (Tabela 1.4).

Tabela 1.4. Prevaléncia do HPV em Patologias da Prostata,
Patologias Analisadas

Pacientes
HPB NIP CaP
HPV + 1 {9.09%) 0 1(4,76%)
HPV - 10 (90,90%) 4 (100%) 20 (95,24%)

Um dos fragmentos identificado, proveniente do grupo de
HPB, apresentou 238 pb (multiplex 4), sugerindo presenca do HPV
tipo 39 e o outro, proveniente das amostras de pacientes com
céncer, apresentou o fragmento de 175 pb (multiplex 9), sugerindo
a presenca do HPV tipo 16 (Figura 1.4), ambos tipos de alto risco.
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' 238 pb
O 175 pb

Figura 1.4. Padrao eletroforético, em gel
de agarose 1,5%, das amostras positivas
para HPV. Coluna 1: controle negativo
da reacéo; coluna 2: marcador molecular
de 25 pb, coluna 3: fragmento 238 pb,
condizente com HPV tipo 39; coluna 4:
fragmento condizente com HPV tipo 16.

Os fragmentos esperados apos restricdo foram visualizados,

presenca dos HPVs 39 (Figura 1.5) e 16 (Figura 1.6).
27 amostras de pacientes, provenientes de
radical, 1 (3,70%) diagnosticada como

confirmando a
Dentre as

prostatectomia

adenocarcinoma acinar usual,

do HPV. Enquanto que dos 9 paciente
transuretral (RTU), 1 (11,11%) apresentou infeccao para o HPV tipo

39.

apresentou infeccao para o tipo 16
s obtidos por resseccao



133 pb

105 pl? B P

Figura 1.5. Gel 8% néao
desnaturante de acrilamida-bis
29:1, apresentando as
restricoes enzimaticas do HPV
39. Coluna 1: marcador
molecular 25 pb; Coluna 2:
restricdo enzimatica por Rsal;
Coluna 3: restricdo enzimatica
Ddel; Coluna 4: marcador de

peso molecular 50 pb.

Figura 1.6. Gel 8% nso

desnaturante de acrilamida-
bis 29:1, apresentando g
restricdo enzimatica do HPV
16. Coluna 1: marcador 50
pb; Coluna 2: resticao
enzimatica por Pst I; Coluna
3: marcador de 25 pb.
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96 pb
76 pb

O Teste f, com nivel de significancia de 5%, mostrou nzg

haver diferengas significativas para a presenca do HPV entre as
amostras dos pacientes obtidas por RTU e prostatectomia radical,

nem entre os tecidos malignos e benignos analisados.
Os pacientes positivos para a infeccdo do HPV apresentaram

O genodtipo homozigoto para arginina,

entretanto, g baixa

Prevaléncia desta infecgdo nao possibilitou associa-Ig ao

Polimorfismo Arg72Pro.
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DISCussAo
As associagdes relacionadas ao gene supressor de tumor P53

parecem ser importantes no desenvolvimento de muitos tumores.
Dentro deste contexto o polimorfismo do cédon 72 desse gene,
balanceado e mantido pela selecdo natural (Beckman et al., 1994)
tem sido associado ao maior risco de desenvolver doencas
malignas associadas (Soulitzis ef al., 2002) ou n&o a infeccao pelo
HPV (Weston et al., 1992).

Existem na literatura dois trabalhos que tentaram associar o
polimorfismo do cédon 72 ao risco de desenvolver cancer de
prostata (Henner ef al., 2001; Wu et a/., 1995). Assim, Henner ef al.,
(2001) sugeriu que os individuos homozigotos para o alelo prolina,
apresentam menores chances de desenvolver o cancer de préstata.

Enquanto Wu et al (1995), ndo observaram diferencas
significativas entre as amostras do CaP e do grupo controle, sendo
as freqUéncias obtidas para o grupo do céncer de 42,9% de

Arg/Arg, 50% de Arg/Pro e 7,1% de Pro/Pro.
O resultado do trabalho realizado apresentou frequéncia para

as amostras de sangue provenientes dos pacientes com
adenocarcinoma de 14,28% para alelo Arg/Arg, 78,57% para
Arg/Pro e 7,14% para Pro/Pro, ndo havendo também diferencas
entre estas freqiéncias e a da populagdo analisada (p=0,08,

intervalo de confianca 95%).
Entretanto, estes resultados nao sao conclusivos devido a

Pequena quantidade de amostras analisadas, sendo necessario,

portanto, para confirmar estes dados, maior niumero de analises.
As freqiiéncias de individuos homozigotos para o alelo projing

mostram que a presenca desse genotipo nos pacientes com cancer,
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bem como na populacdo € realmente baixa nao sendo, portanto,
refacionada ao menor risco de desenvolver cancer de prostata.

Apesar de ndo ter sido encontrada associagdo entre qg
diferentes genodtipos e o desenvolvimento do cancer de prostata,
alguns autores mostram que os alelos, prolina e arginina, s3g
biolégica e bioquimicamente diferentes (Thomas ef al, 1999),
podendo participar de forma especifica no processo de
carcinogénese.

A perda de heterozigosidade em 9 pacientes que perderam o
alelo Pro, ficando Arg/Arg, pode estar favorecendo a progressao da
carcinogénese nos individuos com cancer e o desenvolvimento
desta nos pacientes com HPB e NIP.

Vérios trabalhos tém sugerido a LOH como fregiiente evento
no cancer de prostata (Gao et al., 1997; Macera et al., 1999), sendo
um dos multiplos passos que ocorre anteriormente as mutacdes
(Macera et al., 1999).

Fan et al. (1994) analisando 17 individuos com cancer de
prostata e heterozigotos para o codon 72, encontraram 7 (41,18%)
com LOH, enquanto outros autores encontraram 11,11% e 38%,
respectivamente (Messenkeil ef al, 1994; Brewster et al,, 1994),
Neste trabalho a freqléncia de LOH nos individuos apresentando
cancer de prostata foi de 35,71%.

Apesar da quantidade de individuos analisados em cada
estadiamento para LOH poder influenciar a real freqiiéncia desta
associacao, pode-se perceber que este & um evento incial ng
cancer de prostata, ocorrendo em tumores pT1 até pT3, auxiliando
0 processo de progresséo tumoral.

O estudo de Storey et al. (1998), permitiu a investigacao deste
polimorfismo em diversos tumores associados a infeccdo do HPV,



64

entretanto, varios trabalhos ndo encontraram relacdo entre os
individuos homozigotos para o alelo arginina € 0 maior risco de
desenvolver a patologia associada (Yamashita ef al., 1999; Malcolm
et al., 2000; Tenti et al., 2000).

A presenca do HPV nos tecidos prostaticos analisados diferiu
bastante da encontrada em amostras de esfregacos endocervicais
(Zur Hausen, 1994), nas quais o HPV é considerado um forte
cofator.

Apesar das amostras positivas para os HPVs 16 e 39
apresentarem o genotipo homozigoto para arginina, nao se pode
identificar associacdo entre o genotipo e a infeccao por estes virus
no cancer de prostata, devido a baixa prevaléncia dos mesmos. Isto
pode ser indicativo de que estes virus nao tém importante papel no
desenvolvimento desta doenca, mas podem agir em conjunto com
outros carcinbgenos, auxiliando o processo de carcinogénese
(Soulitzis et al., 2002).

Como o HPV é capaz de infectar o meato uretral, as amostras
provenientes de RTU foram analisadas em um grupo separado das
obtidas por prostatectomia radical. A presenca do HPV 39 em 1
(11,11%) dentre 9 amostras obtidas por RTU, pode ser indicativo de
infeccdo presente na uretra prostatica, entretanto, foi encontrada a
presenca do HPV16 em uma amostra (3,70%) obtida por
prostatectomia radical, indicando que estes virus infectam a
préstata.

Além do mais, Ibrahim et al., (1992) relataram que nenhuma
das amostras analisadas, que apresentou diagndstico positivo para
HPV, foi obtida pelo método transuretral, indicando que a

contaminacao via uretra € minima.
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Os resultados desse trabalho juntamente com 0s encontrados
por varios outros autores (McNicol & Dodd, 1990; Effert et al., 1992;
Wideroff et al., 1996; Strinckler et al., 1998), mostram a grande
discrepancia existente em relacdo a presenca do HPV em

patologias da prostata (Tabela 1.5).
Acredita-se, que estas diferencas se€ devam a sensibilidade

das metodologias utilizadas bem como a diferenca das amostras
dos tecidos obtidos para O rastreamento (Strickler et al., 1998).
Alguns autores, utilizando primers para regiao EG relataram

alta prevaléncia do DNA do HPV em tecidos prostaticos benignos

provenientes de RTU (McNicol & Dodd, 1990; McNicol & Dodd,

1991: Rotola et al., 1992).
O uso dos primers para a regido E6 pode ser justificado pelo

processo de integracéo do virus no genoma do hospedeiro, nos
tecidos neoplasicos. Este processo pode levar a desintegracao da

regido L1, podendo @ deteccado da mesma ficar prejudica

(Fuskushima, et al., 1990), embora nao haja consenso sobre isto.

Como foram analisados 25 tecidos malignos, se a integracao

tivesse ocorrido com danos na regiao L1, a n&o deteccao da mesma

poderia ocorrer. Entretanto, a deteccao do HPV 16 foi possivel em

uma das amostras com cancer de prostata. Varios trabalhos

utilizaram a regido L1 € detectaram HPV na prostata (lbrahim et al.,

1992: Tu et al., 1994, Suzuki et al., 1996).
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Tabela 1.5. Pesquisas realizadas para deteccao do HPV em
amostras prostaticas (Tabela adaptada de Strickler ef al., 1998)

ES 2
TUDOS MEDQTOS DE AMOSTRAS PORCENTAGEM DE TIPOS HPV
DETECGAO No. 1o POSITVOSPARAHPV & g1 15 18 s
— 16/18
McNicol &  PCR para E6 dos HPV 4 CaP 100% 4 » X
Dodd, 1990 16 ¢ 18, confirmagio 15 HPB 0939% 1" 3
por hibridagio 5 Normal 20% 1 3
McNicol &  PCR para I s HP “aP g
para E6 dos HPV 27 Cal 52% (11PV16),3,7% (18
Dodd, 1991 16 ¢ 18, confimagiio 56 1P 639 (16), 5.35% ¢ : 8) > ;,Z ;
por hibridagiio 5 Normal 20% (16) 1
Effestetal,  PCR-D para EG dos 30 CaP 0%
1992 Hrvi6els
Serfling et Primer consenso para 30 Cal ¢ HPB (0%
al., 1992 L1 (MY09, MY11)
Rotola et al PCR para E (TP AP o
al,, para EG dos HF 2% 8 Cal 50% (1IPV 16), 75% (18) 4
1992 6/11¢16 17 HBP s 6
Anwar etal, PCR para E6 dos HPV 68 CaP 41% 11 17
1992 16, 18 ¢33 10 HPB 0% 5
10 Normal 0%
Tbrahim et PCR L1 (MY09, 40 CaP 15% 6
al., 1992 MY11L) 12 HPB 0%
17 Nortmal 12% 2
Sarkaretal,  PCR para EG/E7 dos 23 CaP e NIP 13% 3
1993 HPV6/1L, 16¢e18¢
Southern blot
Doodetal,  RI-PCR para RNAm 7 CaP 43% 3
1993 de EG/I7 do HPV 16 10 HeB 50% 5
Tuectal, PCR para L1 (MY09, 43 CaP 2% 1
1994 MY 1) ¢ hibridagdo 17 Metdstase 6% 1
paralIPV 16 ¢ 18 1 Normal 0%
Moyret- PCR especilica para 17 Cal 52,9% 9
Lalleetal,  T6 dosHPV 16e I8 22 Hen 31,8% 7
1995
Widerofl ot PCR para L1 com 56 CaP L1(12,5%), E6(0%)
al,, 1996 primer consenso ¢ para 42 urn L1 (9,5%), E6(0%)
6 dos HPV 6, 11, 16,
18,31,33e45
Suzuki et PCR para L1 com 51 Cap 16%
al., 1996 primer consenso
Terris & PCR para L1 com 172 CaP L1(0%)
E6 126-pb(23.3%)

Pechl, 1997

tecidos de  (histologias
normais ¢
anormais)

ptimer consenso (1pPv
6,11,16,18¢e33)¢ 41
para 2 pares de primers pacientes
para a regifio E6 do
HPV 16

E6 99-pb(10%)
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Cont. Tabela 1.5. Pesquisas realizadas para deteccdo do HPV em
amostras prostaticas (Tabela adaptada de Strickler ef a/., 1998).

ESTUDOS METODOS DE AMOSTRAS PORCENTAGEM TIPOS DE HpPy
DETECCAO No. TiPO DE POSITIVOS 6 6/11 16 18 16/’18s 39 X
—— PARA HPV
Noda ctal, 1998 PCR utilizando a regido 38 CaPb 0%
entre LCR e 7 ¢ PCR 7! HPB 4,22% 3
nested para I'6-E7 dos
HPVs 16, 18, 31, 33,
335, 52, 58 ¢ alguns niio
determinados
Strickler et al., PCR para 3 diferentes 63 CaP MYOI/MY11(0%)
1998 pares de primers: 61 IPB L6 (0%) ~ para CaP
MYO0O/MY 11, 27 Microdissecglo e IPB
GP5+/GP6+ paraLl ¢ do tumor MYO09/MY 11{0%)
W866,67,154/WD72,76 GP5+/GP6+0%)
para I6, que foram para
hibridados com sondas microdissecgio
especificas para HPV
11,16, 18,5161
Serth et al.,, 1999 PCR quantitativo 47 CaP 21% 10
competitive para EG do 37 HrB 3% 1
HPV 16
Este trabalho, PCR primers consenso 21 CaP 4,54% 1
2002 modificado ¢ PCR 4 NIP 0%
nested com primers 11 HPB 8,33% 1
especificos para 32
tipos de HIPV"

CaP= cancer de prostata; HPB= hiperplasia prostatica benigna; NIP= neoplasia
intraepitelial prostatica; HPV= papilomavirus humano; PCR= reacdo em cadeig

da polimerase.

Coincidentemente, Serfling ef al. (1992) utilizaram como alvo
a regido L1 do capsideo viral e ndo encontraram positividade para
HPV e HV (herpes viruses), acreditando ser muito improvavel g
existéncia tinica da forma integrada do virus.

O trabalho desenvolvido por Strickier et al. (1998), nao
encontrou presenga do HPV na prostata, mesmo utilizando
amostras de RTU e metodologias capazes de amplificar as regides
L1 e E6 do virus, sendo rara a presenca desses virus e baixa, oy
quase inexistente, a contaminagéo, via uretra, das amostras obtidas

por RTU.
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Portanto, a escolha do primer parece nao influenciar a
deteccdo desses agentes infecciosos, embora 0 uso das duas
regides poderia aumentar a confiabilidade dos trabalhos.

lbrahim et al., (1992) também utilizaram L1 para detecgdo do
HPV, encontrando 12% de presenca desses virus em amostras
parafinadas de tecidos malignos € benignos (HPB e normal). Nao
foi encontrada diferenca na prevaléncia viral entre 0s tecidos,

sugerindo que nao existe forte associagdo entre o HPV e o

desenvolvimento € manutencao do cancer de prostata.

Neste trabalho, também n&o houve diferencas significativas

pelo teste t com nivel de significancia de 5%, entre a infeccéo pelo
HPV e o tipo de tecido analisado, benigno ou maligno, sugerindo
que estes virus ndo estao apenas associados a lesbes malignas,
podendo estar presentes em tecidos normais, como ocorre no colo
uterino, embora a prevaléncia viral nestes dois tecidos seja
bastante.

O fato desse Virus poder associar-se a tecidos benignos
geralmente, nestes tecidos estdo

favorece o uso da regido L1 pais,

presentes como epissomos, extra-cromossomomais (Rotola et al,

1992).
Noda et al. (1998), utilizando uma metodologia sensivel, ou

seja, uso de PCR para regido LCR-E7 e posteriormente PCR

nested para regiao compreendida entre E6 e E7 para os tipos 16,

18, 31, 33, 35, 52, 98 € alguns ndo determinados, encontrou 3
(4,20%) amostras positivas para HPV tipo 16 em 71 HPB

analisados e nenhuma amostra positiva nas 38 amostras de cancer

de préstata avaliadas.
No trabalho realizado, qué também utilizou PCR-nested para

32 tipos virais, foi encontrada prevaléncia de 5,55% (2 amostras em
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36 analisadas). Os resultados de Noda ef al, (1998), juntamente
com os desse estudo, mostram que, mesmo utilizando metodologia
altamente sensivel como a PCR-nested, foi encontrada baixa taxa
de infeccao por HPV, sugerindo que estes virus nao sédo freqlientes
na prostata e que nao houve contaminagcdo das amostras
analisadas durante a realizagéo da PCR-nested.

N30 se sabe ao certo qual seria a implicacdo de se encontrar

o DNA do HPV em amostras contendo doencas da prostata. Sera

que estes virus estao neste local por acaso, ou o fato de ai se

encontrarem sugere alguma implicacdo no desenvolvimento do

cancer de prostata?
A presenca do HPV 16 juntamente com o genotipo Arg/Arg

em uma das amostras de cancer analisadas pode estar contribuindo
inativacdo da p53 na célula, permitindo

oliferacao celular, gerando instabilidades

como mecanismo de

aumento na taxa de pr
genéticas e possibilitando o acumulo de mutacbes essenciais ao

tumor.

Outra pergunta, M

0 papel desses virus nos tecidos onde
transcrevendo seu material, ou se estdo integrados ao

uito importante, para compreender melhor
s30 encontrados € “se estes

virus estao

genoma do hospedeiro”.
Dodd et al. (1993), analisaram por RT-PCR os transcritos

e observaram que nem todas as amostras que
HPV tiveram seus transcritos detectados,

para E6
apresentaram DNA do
sugerindo que a prostata serviria de reservatorio para transmisséo
sexual destes virus.

O processo de inte

mecanismos de knockout de um

gragdo ao genoma pode contribuir, por
gene importante no controle da
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proliferacao celular, ou mesmo, por ativagdo de um proto-oncogene,
para carcinogénese das células infectadas.

Entretanto, estas s20 hipoteses, que devem ser testadas para
compreendermos melhor a presenca do HPV na préstata. Embora

tenha sido relatado que a transfecc@o de um
s epiteliais prostaticas, nao leva a converséo
mortalizacdo (Rhim et al., 1994).

presenca do virus em amostras

plasmideo, contendo

HPV18, em célula
maligna, mesmo causando i
O fato é que existe sim, a

prostaticas, justificada pela detecg@o dess
obtidas por prostatectomia radical, ou mesmo, pelas obtidas por

RTU, pois a via de disseminagéo desses virus parece ocorrer do

sitic mais comum de infeccao (genitalia externa) para o trato
Rotola et al., 1992), sendo,

es virus em amostras

urinario, alcangando a uretra e 0s rins (
via de disseminacéo desses virus para

portanto, a provave!
retra prostatica, podem infectar também

préstata, pois uma vez na u

0s tecidos prostaticos.
meiro trabalho a utilizar
PV e @ detectar o HPV 39 na prostata,

ntar estabelecer associacao entre o

Esse & 0 pri essa metodologia para

detecgso e tipagem de H
sendo, também, O primeiro a te

polimorfismo Arg72Pro do gene TP93 € 8 presenca do HPV no

cancer de prostata.

Devido a baixa prevalé

a prostata serviria de reservatorio
o sitio de replicagao viral.
prevaléncia da infecg@o pelo HPV bem

om o polimorfismo Arg72Pro sugere
ssenciais ao desenvolvimento

ncia desses virus, fica dificil inferir que
para transmissao sexual desses

virus, ou mesmo, com
Desta forma, a baixa

Como a nao associagéo desta ©

am mecanismos e

que estes n&o seri
Entretanto, © evento de LOH pode estar

do cancer de prostata.
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associado a progressao ou desenvolvimento deste tumor, sendo um

iario, porém nao obrigatorio.
e ampliados devem ser realizados

evento precoce ou intermed
Estudos mais detalhados

para clarear o papel da infeccao viral e do
a, buscando caminhos para compreender

no cancer de prostat
gicos, que resultam da associacao

polimorfismo do codon 72

melhor os processos fisiolo
genétipo — ambiente, nestas afeccao.



RESUMO
As patologias da préostata como CaP, HPB e NIP acometem a

grande maioria dos homens em todo mundo. Apesar de
amplamente distribuidas, a etiologia das mesmas ainda &
desconhecida. Varios fatores, como os agentes infecciosos e
genéticos, tém sido sugeridos. Dentro deste contexto, a infeccéo
por HPV e o polimorfismo Arg72Pro tém sido implicados no
desenvolvimento do céncer de prostata. Este trabalho teve como
objetivos avaliar a presenca do HPV e do polimorfismo Arg72Pro,
bem como associa-los ao cancer de prostata. Foram analisadas 36
amostras de tecido prostatico (CaP, NIP e HPB). Dessas, 27 foram
obtidas por prostatectomia radical e 9 obtidas por RTU. Para a
andlise do polimorfismo Arg72Pro utilizou-se 30 amostras de
sangue periférico de homens da populacé@o, bem como amostras de
sangue de alguns dos pacientes com doengas da préstata para
excluir perda de heterozigosidade (LOH). Este polimorfismo foi
avaliado por meio da técnica de LIS-SSCP enquanto a tipagem do
HPV foi realizada por meio da PCR-nested, capaz de detectar 32
tipos de virus. Das 36 amostras avaliadas para presenca do HPV, 2
(5,55%) apresentaram os HPVs 16 e 39. Nao houve diferengas na
prevaléncia viral entre as amostras malignas e benignas, nem entre
0os métodos cirtrgicos utilizados, pelo teste ¢ com nivel de
significancia de 5%. A associacdo entre o polimorfismo Arg72Pro e
a presenca do HPV ndo foi possivel devido a baixa prevaléncia
deste virus. A analise do polimorfismo Arg72Pro entre as amostras
com cancer e a populacdo ndo mostrou diferencas estatisticas
(p=0,08; intervalo de confianca 95%). Entretanto, houve LOH em g
individuos favorecendo o alelo Arg, sendo 5 desses pacientes com
CaP. Desta forma, a baixa prevaléncia do HPV bem como a néo
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associacdo destes com o polimorfismo Arg72Pro sugere que estes
ndo seriam mecanismos essenciais para desenvolvimento de
patologias da prostata. Entretanto, a LOH pode estar contribuindo
na progressdo da carcinogénese dos individuos do cancer e na
maior probabilidade de desenvolver tumor, nos individuos HPB e

NIP.
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ABSTRACT
The prostate pathologies like PCa, BPH and PIN assault the great
majority of men around the world. Although widely distributed, the
etiology of the above is still unknown. A lot of factors, like the
infectious and genetic agents, have been suggested. Within this
context, the HPV infection and the Arg72Pro polymorphism have
been implied on the development of the prostate cancer. This work
had as objectives, to evaluate the HPV and the Arg72Pro
polymorphism presence, as well as to associate them to the prostate
cancer. 36 prostatic tissue samples (PCa, PIN, BPH) were analysed.
Among those, 27 were obtained by radical prostatectomy e 9 by
TUR. To analyze the Arg72Pro polymorphism, 30 samples of
peripheral blood of the population men have been used, as well as
blood samples of some of the patients with prostate diseases, to
exclude the loss of heterozigozity (LOH). This polymorphism was
evaluated by means of the LIS-SSCP technique, while the HPV
typing was made by the nested-PCR, capable of detecting 32 types
of viruses. From the 36 evaluated samples for the HPV presence, 2
(5,55%) presented the HPV 16 and 39. There was no difference for
the viral prevalence among the malignant and benignant samples,
nor among the utilized surgical methods, for the t test with a 5%
significance level. The association between the Arg72Pro
polymorphism and the HPV presence was not possible because of
the low prevalence of this virus. The Arg72Pro polymorphism
analysis among the cancerous samples and the population did not
show statistical differences (p=0,08, 95% reliance interval).
However, there were 9 individuals with LOH, favoring the Arg allele,
being 5 of these individuals PCa patients. As so, the HPV low
prevalence as well as the non association of these with the
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Arg72Pro polymorphism suggests that these would not be the
essential mechanisms to the development of prostate pathologies.
However, the LOH could be contributing to the carcinogenesis
progression of the individuals with cancer and to a higher possibility
of a tumor development on the BPH and PIN individuals.
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ANEXO 1.1
TERMO DE CONSENTIMENTO

O Laboratorio de Genética Molecular dirigido pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo
Goulart juntamente com o Servigo de Urologia, do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal de Uberlandia, estio realizando um estudo genético

relacionada ao cancer de prostata.
O projeto consiste no estudo da biologia molecular do cancer de

prostata.

Para realizacdo dos exames laboratoriais sera necessario a coleta de 10
mi de sangue periférico e bidpsias de tecidos normais e tumorais da prostata.
Cabe ressaltar, que todo material utilizado sera estéril e descartavel, sendo as
bidpsias realizadas juntamente com o0s procedimentos rotineiros do centro
cirdrgico do Hospital, sem qualquer desconforto adicional ao paciente.

O material coletado sera enviado ao Laboratério de Genética Molecular
da Universidade Federal de Uberlandia, onde serédo realizados os exames de
RNA e DNA. E direito do paciente pedir esclarecimentos a respeito da
finalidade da pesquisa, destino do material coletado e resultados dos exames
realizados.

Espera-se que, com este estudo seja possivel detectar em que estagio
de desenvolvimento se encontra a doenga no paciente, bem como definir os
possiveis biomarcadores a serem utilizados na detecg&o precoce, auxiliando o
tratamento. Almeja-se com isso, estabelecer um programa de tratamento
precoce e integrado do paciente, a fim de prevenir o desenvolvimento da
doenca.Os pacientes e contatos familiares que concordarem em participar da
pesquisa poderdo desistir de faze-lo a qualquer momento, sem que haja

nenhum prejuizo proprio.
Pelos presentes termos apresentados por este documento, Eu,

)

concordo em colaborara com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos,

beneficios e direitos.
Assinatura

Testemunhas
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ANEXO 1.2
PROTOCOLO DE EXTRACAQ DE DNA (TECIDO)

1. Ressuspender 100 mg de tecido em 800 nl de Tampdo TLN, 3
temperatura ambiente, macerando a amostra como homogeneiza’dor

elétrico;

2. Adicionar 50 ul de SDS 10% e 20-40ul de Proteinase K. Incubar
overnight ou, no minimo, 2 horas a 65°;

3. Adicionar 300 pl de Tampéo saturado de NaCl. Homogeinizar e deixar
por 15 minutos no freezer,;

Centrifugar a 15.000 rpm por 15 minutos a 4°C;
Tranferir 600 wl do sobrenadante para um novo tubo;

Adicionar 800 nl de Etanol Absoluto 100%;
Precipitar o pellet DNA a 15.000 rpm por 15 minutos, a 4°C;

Lavar pellet com etanol 70% e repetir o passo 4,

© ® N o o a

Retirar todo o Etanol e deixar secar o pellet por 1 hora, ressuspendendo-
o em 150 ul & 250 pl de agua milli-Q, sendo este passo dependente do

tamanho do pellet;

10. Diluir o pellet em “banho-maria” a 60°C por 45 minutos.

TAMPAO DE TLN:
400 mM Nacl
2mM EDTApH 8,0
Tris-HCI 10 mM pH 7,5

PROTEINASE K: 10 mg/mi
NaCl: 6 mM
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ANEXO 1.3

1.

10.

11.

12.

13.

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA (SANGUE)

Centrifugar o sangue total a 5.000 rpm por 40 min
rif . . para formar a
leucdcitos entre o plasma e a parte solida do sangue; camada de

Remover uma aliquota de 500 pl da camada de leucdécitos, coloc
lie , arem um t
de 2,0 ml e adicionar 800-900 w de Tampéao de Lise Celular gelado a c;gz

amostra;
Vortexar cuidadosamente por 10 segundos para ressuspender as células e
completar a lise;

Centrifugar a 5.000 rpm durante 5 min. para precipitar os nucleos;

Descartar o sobrenadante cuidadosamente. Adicionar 1,0 ml de Tamp&o de
Lise Celular e repetir os passos 3 e 4 até o pellef adquirir cor creme;

Adicionar 400 l de Master Mix a cada tubo e pipetar “up and down” até o peliet
se desfazer. Se o pellet ndo desfizer facilmente, vortexar durante 15 segundos

e adicionar 20 pl de Proteinase K;

Incubar as amostras a 50° C durante 2 horas ou overnight. Vortexar o tubo a
cada 30 minutos por 15 segundos para garantir a ressuspencgao do pellet;
Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos para peletar alguns debris
celulares;

Recolher o sobrenadante em tubo limpo e adicionar 200 ul de cloreto de litio
7.5 M ou NaCl saturado 7 M a cada uma das amostras. Vortexar por 5

segundos e colocar as amostras em gelo durante 10 min;

Centrifugar por 15 minutos a 13.000 rpm para precipitar as proteinas e outros
contaminantes;

Recolher o sobrenadante para um novo tubo e adicionar 1,0 ml de etanol
absoluto, misturar por inversdo, até que os flocos de DNA se tornem visiveis;
Contrifugar os tubos a 13.000 rpm durante 10 min. para peletar o DNA
precipitado. Adicionar 1,0 ml de etanol 70% sem desfazer o pelflet DNA e
centrifugue novamente,

Retirar o etanol em uma bomba de vacuo, deixar o pellet secar por no minimo
30 minutos e ressuspender em 20 pl de agua milli-Q para o tubo que nédo se vé
o pellet e 30 pl para o tubo que se vé 0 pellet.
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REAGENTES E SOLUCOES
TAMPAO DE LISE GELULAR (Volume final = 400 ml)

Preparo Solugio de

Solugio de Trabalho Estoque Trabalho
Sacarose 320 mM 100% 43,819
Tris-HCI 10 mM pH 7,5 ™ 40ml
MgCl, 5mM 1™ 2,0ml
Triton X-100 100% 4,0 mi
Agua Completar até 400ml

MASTER MIX* (Volume final = 200 mi)

Preparo da Solugéo de

Solugio de Trabalho Estoque Trabatho
Tris-HC! 10 mM pH 7,5 1,0 M 20ml
EDTA 10 mM 0,5M 4,0 mi
NaCl 10 mM 30M 667 ul
SDS 0,5 % 10% 10,0 mi
Proteinase K 10 mg/mi *
Agua Completar até 200 ml

* Pode ser armazenado & temperatura ambiente
& adicionada na hora do uso, sendo 20 pl por amostra. Esta uma

** A proteinase K :
eve ser recongelada a — 20°C rapidamente.

vez manipulada d
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ANEXO 1.4

COLORACAOQ POR NITRATO DE PRATA

1. Retirar o gel da placae coloca-lo em uma vasilha contendo acido acetico

10%:
2. Deixar o gel na solugéo por no minimo 30 minutos;

3. Lavar 2 x o gel com agua milli-Q por 2 minutos’;

4. Retirar toda a agua e acrescentar por 20 minutos a solugéo de nitrato de

prata (0,2 mg para cada 100 m! de agua e 150 pi de formaldeido),

5 Retirar a solucéo e lavar o gel 2 x por 30 segundos;

6. Acrescentar a solugéo carbonato de sodio gelada (3 g de carbonato de

sédio, 150 i de formaldeido e 20 pl de tiossulfato 10% para 100 mi);

7. Esperar até as banda aparecerem € parar a reag&o com acido acético

10%;
8. Secar o gel em celofane para posterior analise.
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ANEXO 1.5

PURIFICACAO DE PRODUTOS AMPLIFICADOS DA AGAROSE

1.

©® N O o

Recortar do gel de agarose pelo menos 2 amplificagbes de um
fragmento de boa qualidade;

Colocar estes fragmentos em microtubos (0,5 mi) furados com agulha na
extremidade posterior e preenchidos com l& de vidro 0,5 mm;

Adicionar este tubo dentro de um microtubo (1,5 mi) e centrifugar por 10
minutos a 13.000 rpm;

Medir o volume do liquido apés a centrifugac@o e acrescentar para cada
8 i de liquido purificado 2 pl de acetato de sdodio 7,5 M, completando o

volume com etanol absoluto;
Deixar a solu¢éo a —20°C overnight para precipitar o produto;

Centrifugar 13.000 rpm por 15 minutos;
Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado com etanol 70%;
Deixar secar por pelo menos 1 hora e diluir o precipitado em 10 pi de

agua milli-Q.
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ANEXO 1.6

CLONAGEM
CLONAGEM GENICA EM BACTERIA E. coli DH5c«c —
kit TOPO TA CLONING (Invitrogen)

1) Preparo de material para autoclavar

Placas de petri;
Meio LB sélido para estocar clones em placas de petri na geladeira;

Palitos;

Tubos de ensaio para crescer cultura de bactérias em meio LB liquido;
Meio LB liguido;

Glicerol 50X;

Microtubos de 1,5 ml novos;

Agua ultrapura.

2) Preparo de meio
1.

Utilizar 30 m! de meio LB (0,3 g de triptona; 0,15 g de extrato de levedura;
0,3 g de NaCl e 0,48 g de bacto-agar) para cada placa de petri;

Apds atingir a temperatura morna adicionar 50 ug/ml de ampicilina ao meio
com bacto-agar e transferir para placa de petri. Apos solidificagéo, as placas

devem ser devidamente identificadas e estocadas com o meio para cima,

evitando que a agua evaporada caia no mesmo,
As mesmas condicées devem ser utilizadas para meio LB liquido, exceto

bacto-agar.

3) Reagao de ligagéo (kit Topo TA Clonig - Invitrogen)
. 3 ul do produto de PCR purificado

1 ul de plasmideo (“topo vector”)
1 ul solugéo salina

1ul de agua

20 minutos a 22°C
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4) Transformacgao

1. Acrescentar 2 ul do produto de ligagdo a 100 ul de bactéria competente
(estocada a — 80°C /descongelar a temperatura ambiente);

2. Colocar esta solucéo a 42°C por 30 segundos, e imediatamente transferi-la
para gelo por mais 2 minutos;

3. Acrescentar 250 ul de meio LB liquido a bactéria transformada;

4. Incubar esta solugdo a 37°C por 1 hora, sob agitagdo de 180 rpm.

5) Plaqueamento

1. Acrescentar ao meio sdlido 40 ut de X-gal (40 mg/mt) e 40 ul de IPTG (100
mM);

2. Plaquear 100 ul de bactéria transformada;

3. Vedar as placas com parafiime e estocar a 4°C.

6) Estocagem da bactéria em glicerol

1. Acrescentar 400 pl de 50 X glicerol em 8350 ni de bactéria transformada;
2 \ortexizar bem esta solugéo e estoca-la a —80°C.
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ANEXO 1.7
EXTRACAO DE PLASMIDEOS

1. Utilizar 3 ml de cuitura e centrifugar por 1 minuto a 13.000 rpm;

2. Descartar o sobrenadante e adicionar no precipitado 100 pl de solucao
GET (50mM glicose, 25mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0);

3. Ressuspender a solugédo no vortex e adicionar 200 pl da solugdo i (SDS
1%, NaOH 0,2 N) — esta solugdo deve ser prepara na hora

4. Incubar as amostra em gelo por 20 minutos;

5. Adicionar 150 pl de acetato de potassio 3 M, misturar por inversio e
deixar no gelo por 20 minutos;

6. Centrifugar por 15 minutos a 4°C e 13.000 rpm. Manter os tubos no gelo
apos centrifugagéo e transferir o sobrenadante para um novo tubo;

7. Adicionar 500 pl de isopropanol, centrifugar nas mesmas condigées
anteriores;

8. Descartar o sobrenadante e adicionar 600 pl de etanol 75%;

9. Centrifugar novamente e retirar todo o etanol, deixando secar por no
minimo 30 minutos;

10. Ressuspender o precipitado em 20 pi de agua milli-Q e 2 pl de Rnase

(10 mg/ml), deixando a 37°C por 15 minutos;
11. Aplicar de 2 a 3 pl dessa extragéo em gel de agarose 0,8%.
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ANEXO 1.8
COLORACAO POR NITRATO DE PRATA e NaOH

1. Retirar cuidadosamente o gel da placa, colocando-0 em um
recipiente contendo a solugéo fixadora, esperar 10 minutos:
2. Colocar posteriormente, sem retirar a solugao fixadora, a solucéo

contendo nitrato de prata, deixar por 10 minutos;
Em seguida retirar solug&o da prata e lavar por 2 vezes com agua

destilada o gel,

Retirar toda a agua, acrescentando a solugéo reveladora que
devera ficar em contato com o gel até aparecerem as bandas;
Apos a revelagao, colocar a solugéo fixadora para parar a reacgéo

por pelo menos 2 minutos;
6. Posteriormente, secar o gel em celofane.

Solugio Fixadora

- 10% de etanol absoluto
- 0,5% de 4cido acético
- H20 milli-Q g.s.p.

Solucdo de Prata
~ 0,4 g de nitrato de prata em 100 ml de solugéo fixadora

Solucdo Reveladora

-3 g NaOH

~ 0,3 ml de formaldeido

~ completa para 100 ml com H,O milli-Q




ANEXO 1.9

ESTADIAMENTO DOS

ADENOCARCINOMAS
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DA PROSTATA.

CLASSIFICACAO DE WHITMORE-JEWETT E TNM 1992 (apud Stamey & McNeal

1992, Srougi 1998)

WHITMORE-JEWETT

TNM

A Tumor ndo palpéavel no toque retal

A1 Tumor nio palpavel ocupando <5 %
da prostata

A2 Tumor ndo palpavel ocupando > 5 %

da prostata

pTx Tumor ndo avaliado

pTo Sem evidéncia de tumor

pT1 Tumor incidental impalpavel e
invisivel por técnicas de obtengio de
imagens

pTla Tumor incidental ocupando < 5 % do
tecido ressecado

pT1b Tumor incidental ocupando > 5 % do
tecido ressecado

pTic Tumor ndo palpavel ou visivel por

imagem, diagnosticado por biopsia com

agulha em um ou ambos os lobos, em

pacientes com PSA sanguineo elevado

B2 Nédulo > 1,5 cm e/ou ocupando os dois
lobos da prostata

Bl Nodulo < 1,5 cm em um lobo pT2 Tumor limitado & glandula
prostatico pT2a Até metade de um lobo ou menos

pT2b Até mais da metade de um lobo
porém ndo os dois lobos
pT2¢ Comprometimento dos dois lobos

Cl 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

orghos adjacentes

D1 Metastases em linfonodos pélvicos

Do Metastases nao identificadas
D2 Metastases a distdncia

D3 Resistente ao tratamento hormonal

IR,

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 vestcal e/ou
o esfincter externo ¢/ou o reto

pT4b Tumor invadindo o musculo

elevador do dnus e/ou fixo a parede pélvica

pNx Linfonodos regionais néo avaliados

pNo Sem metistases ganglionares

pN1 Um linfonodo envolvido <2 cm

pN2 Um linfonodo >2 <5 e/ou multiplos <5

pN3 Linfonodos envolvidos > 5 cm

W Metastases néo avaliadas

pMo Sem metastases a distancia

pM1 Metastases presentes

pM1a Linfonodo(s) ndo regional(is)

pM1b Osso(s)

_d.‘__i_p_l\_l}c Outras localizagoes
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CAPITULO 2
MUTACOES NO GENE TP53 SAO
EVENTOS RAROS NO CANCER DE
PROSTATA
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INTRODUGAO
As mutagcbes no gene TP53 tém sido um dos eventos de

alteracdo genética mais comum nos canceres humanos (Incognito

et al., 2000).

Este gene, supressor de tumor,
1997) de 393 aminodacidos (Levine,

1988) que atua como fator de

codifica para uma

fosfoproteina (Hainaut et al.,

1997), 53 KDa (Reisman et al.,
transcricio (Koshand, 1993; Levine, 1997, Hainaut et al., 1997), no

ciclo celular, regides conhecidas como checkpoints (Paulovich et al.,

1997: Meek, 1999), na integridade do mesmo e na sobrevivéncia de

células expostas a agentes queé danificam o material genético,

atuando desta forma, como inibidora da carcinogénese (Hainaut et

al., 1997).
A habilidade da proteina mutante de nado transativar genes

auxilia a transformagdo celular (Raycroft et al., 1990). Por isso este

gene, “policial molecular’ (Lane, 1992), é determinante no balango

final entre crescimento, diferenciacao € morte celular indispensaveis

a0 desenvolvimento normal dos seres vivos (Almog & Rotter, 1997).

As células que apresentam mutacdes ou inativagdo da p53,
nas virais ou proprias do hospedeiro, s&o geneticamente

por protei
rearranjos

mais instaveis, permitindo 0 acumulo de mutacoes e

cromossoémicos que iréo gqumentar e permitir rapida selecdo de

clones malignos (Lane, 1992).
Em aproximadamente 50% dos canceres (Koshland, 1993;

Harris, 1993; Almog & Rotter, 1997), ocorre a inativacdo da funcao
s incluindo a delecdo e,

da p53 por meio de varios mecanismo
aut et al., 1997) missense

principalmente, a mutagéo de ponto (Hain
(froca o sentido do aminoacido), a qual ocorre com freqliéncia
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Superior a 90% (Harris, 1993; Hernandez-Boussard, ef al., 1999),
sendo, portanto, o tipo mais freqliente de alteracao (Vogelstein &
Kinzler, 1992; Almog & Rotter, 1997).

As delecOes e inser¢des s&o menos freqiientes representando
12,5% do total de mutacdes (Hernandez-Boussard, et al., 1999). As
mutacbes sem sentido (nonsense) geralmente produzem proteinas
truncadas e n&o ocorrem na regido de ligagdo ao DNA (May & May,
1999).

Ja foram descritas, até 2002, mais de 16.000 mutactes

(IARC, 2002), que freglientemente resultam em proteina mutante

Superexpressa, quando comparada aos niveis da proteina
selvagem. Entretanto, existem mutacbes que levam tanto a

auséncia da proteina quanto a ndo modificagdo da quantidade da

mesma (Borresen, et al., 1991).
A maioria das mutacdes, que predispdem ao pior progndstico

(Koshland, 1993), acontece na regiao onde a proteina apresenta
sitios de ligacdo ao DNA. A proliferacao das células que possuem a
p53 suprimida ou ausente (Hainaut et al, 1997; Pfeifer, 1997)
ocorre devido a perda da capacidade dessa proteina de se ligar aos
sitios especificos e regular a transcricao de genes importantes ao
controle do ciclo celular e da apoptose (Vogelstein & Kinzler, 1992).
Segundo o banco de dados do IARC (International Agency of
Research on Cancer), aproximadamente 90% das mutacdes
(Levine, 1997; Hainaut et al., 1997) s@o encontradas nestas regides,
exons de 5 a 8, que apresentam 0s codons mais predispostos as

mutacdes, conhecidos como hotspots (codons 175, 245, 248, 273 e

282) (Pfeifer, 1997).
Na tentativa de clarear os estudos epidemioldgicos do cancer

de prostata varios trabalhos tém avaliado o perfil do gene TP53,
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buscando associa-lo como possivel marcador de deteccio,
progressao e ou tratamento dessa malignidade.

Entretanto, os dados existentes na literatura s&o bastante
controversos. Segundo Ruijter e colaboradores (1999), a frequéncia
de mutagbes em cancer de prostata primario varia de 0 a 42%
Porém, varios outros autores acreditam que estas mutacdes
répresentam um evento tardio na progressao do céncer de prostata,
Como o cancer metastatico ou resistente a andrégeno (Effert et al.,
1993; Hall et al., 1995; Roy-Burman et al., 1997).

Existem relatos de mutacbes neste gene em amostras de
prostata normal, com hiperplasia prostatica benigna (HBP) e com
neoplasia intraepitelial prostatica (NIP), sugerindo que estas teriam
maiores chances de desenvolver o céncer de prostata (Downing et
al., 2001).

A técnica de SSCP (Polimorfismo conformacional de fita
simples) permite a deteccdo de mutacbes de ponto ou variagbes
nas seqiéncias nucleotidicas, devido as mudangas conformacionais
nas moleculas de DNA de fita simples, ocorrida durante a
eletroforese em gel ndo desnaturante (Pooart et al., 1999).

Esta técnica tem sido amplamente utilizada na deteccéo de

mutagées no gene TP53 (Heidenberg et al., 1995; Mottaz et al.,

1997; Incégnito et al, 2000). Entretanto, a instabilidade

conformacional das fitas simples do DNA causam problemas na

conformacdo da molécula, por isso Maruya ef al. (1996),

substituiram a solucdo de formamida por uma solugdo de baixa
forca idnica (LIS) capaz de garantir maior estabilidade as fitas

simples, criando a técnica de LIS-SSCP.
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Este trabalho teve como objetivo rastrear mutagdes no gene
TP53. exons de 5 a 8, por meio da técnica de LIS-SSCP, no cancer

de prostata.
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PACIENTES E METODOS

Pacientes
As amostras dos pacientes utilizadas, neste trabalho, foram

Coletas no periodo de 2000 a 2002, pelos médicos e residentes do
servico de Urologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU). Todos os pacientes assinaram o Termo de
Consentimento (Anexo 1), autorizando o uso das amostras na
pPesquisa.

Foram enviadas ao Laboratorio de Genética Molecular da

UFU 36 amosiras de tecidos prostaticos de pacientes, com idade
Dessas, 21 apresentaram resultados

média de 69 anos.
11 para hiperplasia

histopatologicos para adenocarcinoma,
prostatica benigna (HPB) e 4 para neoplasia intraepitelial prostatica

(NIP) de alto grau. Estas andlises foram realizadas no Laboratorio

de Patologia da UFU.
Para 17 amostras de adenocarcinoma € 4 de NIP, foram

selecionadas, macroscopicamente, 2 regibes da glandula,

denominadas A1 e A2. Entretanto, para as outras amostras (11
HPBs e 4 adenocarcinomas) apenas um regiao do tecido, B1, foi

Selecionada.
Apbs os procedimentos cirirgicos, 0 material foi estocado a

-80° C para posterior extracio do DNA.
Utilizou-se 30 amostras de sangue periferico da populacéo

masculina para avaliar como a fregiiéncia de possiveis mutacoes

estariam distribuidas na populac&o.
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Métodos

Extracao do DNA

Os DNAs das amostras dos tecidos e dos sangues, foram
extraidos segundo os protocolos (Anexo 2 e Anexo 3) otimizados no
Laboratorio de Genética Molecular, UFU. Os cuidados necessarios
foram tomados para n&o contaminar as amostras.

Posteriormente, a qualidade do material extraido foi verificada
em gel de agarose 0,8%, submetido a 100 volts, por 40 minutos em
tampao TBE 0,5X (60 mM de Tris, 50 mM de acido borico, 0,5 mM
de EDTA, pH 8,0) e corado com 0,5 mg/ml de brometo de etidio.
Em seguida, o gel foi analisado e fotografado pelo ImageMaster
Video Documention System - VDS (Pharmacia).

Apds a extracdo os DNAs foram estocados a —-20° C para

posterior analise.

Amplificagdo dos exons do gene P53
Os DNAs extraidos das regides A1 e A2 bem como os da

regidzo B1 e das amostras de sangue da populagdo, foram
amplificados para os exons de 5 a 8 do gene TPS53.

As condicdes das reacbes foram: 1 ul de DNA, 0,2 mM
dNTPs (Amersham Pharmacia), 1,0 U Tag DNA polimerase
(Phoneutria), 5 pmoles de cada primer descrito por Tsuda &
Hirohashi (1992), 1X do tampao da enzima (50 mM KCl: 10 mM
Tris-HCI pH 8,4; 0,1% Triton X-100; 1,5 mM MgCl), sendo o volume

completado para 20 ul com agua milli-Q.
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As reacdes ocorreram no termociclador (MJ Research — PTC
100) por 35 ciclos com desnaturagao inicial a 95° C por 5 minutos e

extensao final a 72° C por 10 minutos.
As condicbes dos programas para amplificar os exons do

gene TP53 estao apresentadas na tabela 2.1.

Tabela 2.1. Programas da PCR para os exons de 5 a 8 do gene

TP53

EXONS _ DESNATURAGAO ANELAMENTO DOS EXTENSAO
PRIMERS
768 95°C — 30" 58°C — 50" 72°C - 50"
5 95°C — 30" 60°C — 50" 72°C — 50"
6 95°C - 30 62°C — 50" 72°C - 50"

Ap6s as amplificagdes, 10 pl dos produtos foram analisados
em gel de agarose 1,5% submetido a 100 volts por 40 minutos em
tampao TBE 0,5X (50 mM de Tris, 50 mM de &cido borico, 0,5 mM
de EDTA, pH 8,0), corado com 0,5 mg/ml de brometo de etidio.

Posteriormente, o gel foi analisado ao ImageMaster Video
Documentation System - VDS (Pharmacia) para analisar o resultado
das amplificacoes e registro fotografico.

Os fragmentos esperados para os exons 5, 6, 7 e 8 foram,
respectivamente, 213 pb, 217 pb, 130 pb e 163 pb.

Em seguida, estes produtos amplificados foram submetidos a

técnica de LIS-SSCP.
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LIS-SSCP
Foram testadas diferentes condicbes para otimizacdo dessa

t€cnica, como a concentracio (8% a 20%), a temperatura (4° C e
25° C), a voltagem (150 volts e 500 volts) e 0 tempo (2 h a 24 h) de
Corrida do gel, tendo estabelecido as condicdes relacionadas na

Tabela 2.2.
Foram adicionados de 2 a 3 ul dos produtos amplificados em

20 1l de tampdo de LIS (10% de sacarose, 0,01% de azul de

bromofenol, e 0,01% de xileno cianol). Estas solugbes foram
aquecidas a 95° C por 10 minutos, sendo imediatamente colocadas

em gelo pelos 0s mesmos 10 minutos.
Em seguida 8 ul dos produtos desnaturados foram aplicados

em gel 15% ndo desnaturante de acrilamida-bis 49:1 (30%).

Tabela 2.2. Condicéo da Eletroforese para os exons de 5 a

8 do gene TP53
EXON VOLTAGEM TEMPO TEMPERATURA
5 150 volts 15 horas 25°C
6 500 volts 6 horas 4°C
7 150 volts 17 horas 25°C
8 150 volts 19 horas 25°C

A eletroforese ocorreu em tampéo TBE 1X (100 mM de Tris,
100 mM de &cido boérico, 1 mM de EDTA, pH 8,0), sendo que os

géis foram submetidos, apos a aplicacédo das amostras, a uma pre-

corrida de 500 volts por 10 minutos.
Apos a eletroforese o gel foi corado pelo método do nitrato de

prata - carbonato de sédio (Anexo 4).
A banda que apresentou migracéo diferencial foi purificada e

clonada para realizar o sequenciamento.
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Purificagao e Clonagem
O produto amplificado que apresentou migrac¢ao diferencial no

LIS-SSCP foi aplicado em gel de agarose (mesmas condicdes
descritas anteriormente) e recortado para posterior purificagéo

(Anexo 5),
Apés a purificacéo, o fragmento foi clonado com o Kit TOPO

TA cloning, seguindo as instrucoes do fabricante (Invitrogen - Anexo

6).
Os plasmideos provenientes da clonagem foram extraidos

(Anexo 7) e encaminhados para realizar o sequenciamento.
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RESULTADOS
A extracdo do DNA (Figura 2.1) e as amplificacées para os
exons de 5 a 8 (Figura 2.2) mostraram-se em otimas condicbes

excluindo qualquer atribuicdo de resultados falso-positivos a

qualidade do material utilizado na pesquisa.

i i L i dorid
Figura 2.1. Perfil  eletroforético
apresentando a qualidade dos DNAs
extraidos.

350 pb

Figura 2.2. Amplificagéo dos exons 5 a 8 do
gene TP53. M = marcador molecular 50 pb;
Coluna 1 e 2: exon 5 (217 pb); Coluna 3 e 4
exon 6 (213 pb); Coluna 5e6: exon 7 (130 pb); e

Coluna 7 e 8: exon 8 (160 pb).
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Nao foram detectadas, por meio da técnica de LIS-SSCP
mutacdes nos exons 7 e 8 (Figura 2.3 e 2.4) nas amostras,
apresentando cancer de prostata. As amostras da populagéo

juntamente com as provenientes dos HPBs e NIPs, também nio

demonstraram a presenca de bandas diferenciais nestes exons

ura 2.3. Perfi eletroforético da PCR-LIS-SSCP do exon 7 do g '
" ene TP53
15% nao desnaturante de acrilamida-bis 49:1. 8 em gel

eletroforético da PCR-LIS-SSCP para o exon 8 do gene TP53
acrilamida-bis 49:1.

Figura 2.4. Perfil
em gel 15% nao desnaturante de
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O perfil eletroforético para exon 5 também nao apresentou

padrao diferencial nos grupos analisados (Figura 2.5).

Figura 2.5. Perfil eletroforético do exon 5 do gene TP53 em

gel 15% ndo desnaturante de acrilamida-bis 49:1.

Foi detectado um perfil eletroforético diferencial no exon 6 do

gene p53 para uma das amostras de adenocarcinoma (Figura 2.6),

entretanto o sequenciamento esta em andamento.

Figui'a 26 Perfil eletroforético do exon 6 do gene TP53 em gel 15%
ndo desnaturante de acrilamida-bis 49:1. O polimorfismo encontrado
esta indicado pela seta.
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DISCUSSAQ
A frequéncia de mutagbes em canceres de prostata

primarios varia de 0-42% (Castagnaro et al., 1993; Moyret Lalle of

al., 1995; Wertz et al., 1996)
Varios autores analisando amostras de cancer de préstata

localizados (T1 e T2), por meio da PCR-SSCP para os exons de 5.
8, ndo encontraram nenhuma mutagéo (Castagnaro et al., 1993 :

lttmann et al., 1994; Massenkeil ef al., 1994; Mottaz et al., 1997).
Nesse trabalho também nao foram detectadas mutacées

nesses exons, embora as amostras de CaP analisadas nao terem
sido apenas de tumores localizados e apenas 1 amostra com
cancer metastatico ter sido analisada. Entretanto, houve um perfil
eletroforético diferencial para o exon 6 em um paciente com cancer

de prostata, que esta em processo de sequeciamento.
Alguns autores acreditam que a maioria das mutagbes do

gene TP53 no CaP n&o se encontra nos exons de 5 a 8 (Downing ef
al, 2001), entretanto, a Agéncia Internacional de Pesquisa do
Céncer — IARC (JARC, 2002) mostra claramente que a maior
freqiiéncia de mutagcdes em adenocarcinomas prostaticos ocorre

nesta regiéo.
Acredita-se que os estudos de mutagGes do TP53 no cancer

de prostata apresentem dados controversos devido a diferenca nas
amostras e técnicas utilizadas (Roy-Burman et al., 1997; Downing ef

al., 2001).
Alguns autores sugerem que a técnica de SSCP apresenta

desvantagens como a possibilidade de nao diferenciar a
substituicdo de nucleotideos em uma mesma posicdo, ou mesmo, a
nao deteccdo do alelo mutado, devido a diluicdo do mesmo pela
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grande quantidade de alelos normais, provenientes de células do

estroma e epiteliais da prostata (Gumerlock et al., 1997).
Entretanto, varios sa&o os trabalhos que detectaram

mutacdes neste gene utilizando esta técnica (Wertz ef al., 1996;

Byrne ef al., 1997 ).

Como neste
selecionados macroscopicamente, acredita-se que a diluicdo do

trabalho foram utilizados fragmentos

possivel alelo mutado possa ter ocorrido, entretanto, fica a duvida e
a necessidade de trabalhar com regides especificas do tumor e néao
com uma regiao do mesmo, que pode nao apresentrar alteracoes,
ou mesmo, apresenta-las em quantidades insuficientes a deteccao.
Roy-Burman et al. (1997) apresentam dados interessantes a

respeito da origem multifocal do céncer de prostata. Estes autores

comprovam que diferentes regides de um mesmo tumor

apresentam variagbes no perfil de mutacdes relacionadas ao gene
TP53, sugerindo que as amostras tumorais selecionadas para
analise devem ser direcionadas, sendo sempre necessario analise

de mais do que uma regiao.
Apesar de neste trabalho ter sido analisadas 2 regides de

quase todos 0s pacientes que apresentaram CaP, néo foi possivel a

deteccédo de mutacoes.
Sabe-se que alguns tumores inativam p53 via amplificacéo do

gene MDM2 ou translocacdo via mdm2 da p53 para o citoplasma,

tornando-a inativa (Vogelstein & Kinzler, 1992; Levine, 1997, Lakin

& Jackson, 1999). Portanto, nesses tumores, o TP53 nao esta

mutado (Lane, 1992), uma vez que ja se encontra inativado. Alguns

autores encontraram 32,5% dos tumores analisados com

superexpressdo da mdm-2 (Osman et al., 1999).
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Outro mecanismo que poderia inativar p53 seria a interacao
desse gene com proteinas virais (Vogelstein & Kinzler, 1992), como
a@ oncoproteina viral E6 do Papilomavirus Humano (HPV) tipos 16 e
18, que via proteina ligase E6-AP (Hengstermann et al., 2001) leva
a degradagdo da p53 no proteassomo dependente de ubiquitina
(Thomas et al., 1996; Schefiner et al, 1990). Este mecanismo
bloqueia o controle via p53 do ciclo celular e da apoptose,

favorecendo a replicacéo viral (Lane, 1992; Tong et al., 2000).
Assim, seria interessante avaliar se estes mecanismos

poderiam estar inativando a atividade do gene TP53 nas amostras

analisadas.
Os resultados obtidos mostram que as mutacdes no gene

TP53 no cancer de prostata bem como nas NIPs e HPBs s&o raras

e ndo podem ser associadas ao desenvolvimento das mesmas.
Este trabalho sugere que estudos mais detalhados, com

relacdo as amostras a serem utilizadas na pesquisa, devem ser
realizados, com intuito de clarear a relacao das mutac6es do gene
TP53 com as patologias da préstata e minimizar erros a respeito da

diluicdo do alelo mutado.
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RESUMO
As alteragbes no gene supressor de tumor P53 tém sido
amplamente estudadas em diversos tipos de tumores humanos,
visto que este gene desempenha papel importante no controle do
ciclo celular e na apoptose. A mutacéo missense é considerada 0
evento mais freqliente representando 90% das alteracdes. Dados
controversos existem entre essas alteracdes e o cancer de prostata.
Este trabalho teve por objetivo rastrear mutacdes nos exons de 5 a
8 do gene TP53, por meio da PCR-LIS-SSCP, em amostras com
patologias da prostata para tentar clarear a relacdo das alteraces
neste gene e o CaP. Foram analisados 36 tecidos, sendo 21 CaPs,
11 HPBs e 4 NIPs, além de uma populacdo masculina constituida
por 30 amostra de DNA de sangue periférico. Por meio da técnica
de LIS-SSCP, otimizada especificamente para cada exon, n&o
foram encontradas mutacdes nos exons 5, 7 e 8 analisados tanto
para o grupo dos tecidos quanto para a populagdo, entretanto foi
identificado uma possivel mutacdo no exon 6 em dos pacientes com
cancer de prostata. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem
que as mutagbes no gene TP53 sdo raras em patologias

prostaticas, incluindo o cancer de prostata.
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ABSTRACT
The alterations on the tumor suppressor gene P53 have been widely
studied in various kinds of human tumors, for this gene performs an
important role on the cell cycle control and apoptosys. The missense
mutation is considered the most frequent event representing 90% of
the alterations. Controversial data exist among these alterations angd
the prostate cancer. This work had as an objective to track for
mutations on the exons 5 to 8 of the TP53 gene, by means of the
PCR-LIS-SSCP, in prostate pathologies samples, to try to clear the
relationship of the alterations on this gene and the PCa. 36 tissues
were analyzed, seeing that 21 were PCas, 11 BPHs and 4 PINs,
besides a male population of 30 DNA peripheral blood samples. By
means of the LIS-SSCP technique, specifically optimized for each
exon, there were not found mutations in the 5, 7 and 8 exons for the
tissue group as well as for the population, however a possible
mutation on the exon 6 in one patient having prostate cancer was
identified. The obtained results on this work suggest that the TP53
gene mutations are rare on prostatic pathologies, including the

prostate cancer.
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ANEXO 2.1
TERMO DE CONSENTIMENTO

O Laboratério de Genética Molecular dirigido pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo

Goulart juntamente com 0 Servico de Urologia, do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal de Uberlandia, estéo realizando um estudo genético
relacionada ao cancer de prostata.
O projeto consiste no estudo da biologia molecular do cancer de

prostata.

Para realizagéo dos exames laboratoriais sera necessario a coleta de 10

ml de sangue periférico, e biopsias de tecidos normais e tumorais da prostata.

Cabe ressaltar, que todo material util
bidpsias realizadas juntamente com 0S procedimentos rotineiros do centro

cirGirgico do Hospital, sem qualquer desconforto adicional ao paciente.
O material coletado sera enviado a0 Laboratorio de Genética Molecular

da Universidade Federal de Uberlan
RNA e DNA. E direito do paciente
finalidade da pesquisa, destino do ma

izado sera estéril e descartavel, sendo as

dia, onde seréo realizados os exames de
pedir esclarecimentos a respeito da
terial coletado e resultados dos exames

realizados.

Espera-se que, com este estudo seja possivel detectar em que estagio
ca no paciente, bem como definir os

de desenvolvimento se encontra a doen
possiveis biomarcadores a serem utilizados na detecgao precoce, auxiliando o
ecer um programa de tratamento

tratamento. Almeja-se com isso, estabel

precoce e integrado do paciente, a fim de
ue concordarem em participar da

prevenir 0 desenvolvimento da

doenca.Os pacientes e contatos familiares g
pesquisa poderdo desistir de faze-lo a qualguer momento, sem que haja
nenhum prejuizo proprio.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, Eu,

concordo em colaborara com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos,

beneficios e direitos.

Assinatura
Testemunhas
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ANEXO 2.2
PROTOCOLO DE EXTRACAQ DE DNA (TECIDO)

- Ressuspender 100 mg de tecido em 800 ul de Tampso TLN, &
temperatura ambiente, macerando a amostra como homogenelzador

-

elétrico;

Adicionar 50 pl de SDS 10% e 20-40ul de Proteinase K. Incubar
overnight ou, no minimo, 2 horas a 65°,

Adicionar 300 ul de Tampéo saturado de NaCl. Homogeinizar e deixar
por 15 minutos no freezer,

. Centrifugar a 15.000 rpm por 15 minutos & 4°C;

. Tranferir 600 pul do sobrenadante para um novo tubo;

. Precipitar o pelfet DNA a 15.000 rpm por 15 minutos, a 4°C;

4
5

6. Adicionar 800 ul de Etanol Absoluto 100%;

7

8. Lavar pellet com etanol 70% e repetir o passo 4;
9

. Retirar todo o Etanol e deixar secar o pellet por 1 hora, ressuspendendo-
o em 150 ul & 250 pl de dgua milli-Q, sendo este passo dependente do

tamanho do pellet;
10. Diluir o pellet em “banho-maria” a 60°C por 45 minutos.

TAMPAO DE TLN:
400 mM NaCi
2mMEDTApH 8,0
Tris-HCI 10 mM pH 7,5

PROTEINASE K: 10 mg/ml
NaCl: 6 mM



ANEXO 2.3

10.

11.

12.

13.

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA (SANGUE)

Cent,rif_ugar o sangue total a 5.000 rpm por 40 min. para formar a camada de
leucocitos entre 0 plasma e a parte sélida do sangue;

Remover uma aliquota de 500 pi da camada de leucécitos, colocar em um tubo
de 2,0 ml e adicionar 800-900 pl de Tampao de Lise Celular gelado a cada

amostra;
Vortexar cuidadosamente por 10 segundos para ressuspender as células e
completar a lise;

Centrifugar a 5.000 rpm durante 5 min. para precipitar os nticleos;

Descartar 0 sobrenadante cuidadosamente. Adicionar 1,0 mi de Tampéo de
Lise Celular e repetir os passos 3 e 4 até o pellet adquirir cor creme;

Adicionar 400 pl de Master Mix a cada tubo e pipetar “up and down” até o pellet
se desfazer. Se o pellet ndo desfizer faciimente, vortexar durante 15 segundos

e adicionar 20 pi de Proteinase K;

Incubar as amostras a 50° C durante 2 horas ou overnight. Vortexar o tubo a
cada 30 minutos por 15 segundos para garantir a ressuspencgao do pellet;

Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos para peletar alguns debris

celulares;

Recolher o sobrenadante em tubo limpo e adicionar 200 pl de cloreto de litio
7.5 M ou NaCi saturado 7 M a cada uma das amostras. Vortexar por 5

segundos e colocar as amostras em gelo durante 10 min;

Centrifugar por 15 minutos a 13.000 rpm para precipitar as proteinas e outros

contaminantes;

Recolher o sobrenadante para um novo tubo e adicionar 1,0 ml de etanol
absoluto, misturar por inverséo, até que os flocos de DNA se tornem visiveis;

Contrifugar os tubos a 13.000 rpm durante 10 min. para peletar o DNA
precipitado. Adicionar 1,0 ml de etanol 70% sem desfazer o pellet DNA e

centrifugue novamente;

Retirar o etanol em uma bomba de vacuo, deixar o pellet secar por no minimo
30 minutos e ressuspender em 20 pi de agua milli-Q para o tubo que ndo se ve
o pellet e 30 i para o tubo que se vé o pellet.




REAGENTES E SOLUCOES
TAMPAO DE LISE CELULAR (Volume final = 400 ml)

Preparo Solugéo de

Solugéo de Trabatho Estoque

Trabalho
Sacarose 320 mM 100% 43,819
Tris-HCl 10 mM pH 7.5 1M 4,0 ml
MgCl, 5mM ™ 2,0 mi
Triton X-100 100% 4,0ml
Agua Completar até 400ml

MASTER MIX* (Volume final = 200 mi)

Preparo da Solugdo de

Solugéo de Trabalho Estoque Trabalho
Tris-HC! 10 mM pH 7,5 1,0 M 2,0ml
EDTA 10 mM 05M 4.0ml
NaCl 10 mM 3,0M 667 pl
SDS 0,5 % 10% 10,0 ml

10 mg/mi b

Proteinase K

Agua Completar até 200 ml

* Pode ser armazenado & temperatura ambiente
na hora do uso, sendo 20 wl po
geladaa-— 20°C rapidamente.

r amostra. Esta uma

** A proteinase K & adicionada
vez manipulada deve ser recon



121

ANEXO 2.4

COLORACAOQO POR NITRATO DE PRATA

1. Retirar o gel da placa e coloca-lo em uma vasilha contendo &cido acético
10%;
2. Deixar o gel na solugéo por, no minimo, 30 minutos;

3. Lavar 2 x o gel com agua milli-Q por 2 minutos;
4. Retirar toda a agua e acrescentar por 20 minutos a soluc&o de nitrato de

prata (0,2 mg para cada 100 ml de agua e 150 pl de formaldeido);

5. Retirar a solugéo e lavar o gel 2 x por 30 segundos;
Acrescentar a solugdo carbonato de sédio gelada (3 g de carbonato de

sadio, 150 pi de formaldeido e 20 pl de tiossuifato 10% para 100 mi);
Esperar até as banda aparecerem e parar a reagdo com acido acético

10%;
8. Secar o gel em celofane para posterior analise.




ANEXO 2.5

PURIFICACAO DE PRODUTOS AMPLIFICADOS DA AGAROSE

1.

D N O o»

Recortar do gel de agarose pelo menos 2 amplificacbes de um

fragmento de boa qualidade;
Colocar estes fragmentos em microtubos (0,5 ml) furados com agutha na
extremidade posterior e preenchidos com 1a de vidro 0,5 mm;

Adicionar este tubo dentro de um microtubo (1,5 ml) e centrifugar por 10
minutos a 13.000 rpm;

Medir o volume do liquido apds a centrifugagao e acrescentar para cada
8 ul de liquido purificado 2 i de acetato de sodio 7,5 M, completando o

volume com etanol absoluto;
Deixar a solugéo a ~20°C overnight para precipitar o produto;

Centrifugar 13.000 rpm por 15 minutos;
Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado com etanol 70%,

Deixar secar por pelo menos 1 hora e diluir o precipitado em 10 il de

agua milli-Q.
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ANEXO 2.6
CLONAGEM

CLONAGEM GENICA EM BACTERIA E. coli DH5« —
kit TOPO TA CLONING (Invitrogen)

1)Preparo de material para autoclavar
1. Placas de petri;
Meio LB sdlido para estocar clones em placas de petri na geladeira:

Palitos;

Tubos de ensaio para crescer cultura de bactérias em meio LB liquido;
Meio LB liquido;

Glicerol 50X;

Microtubos de 1,5 mi novos;

N OO s 0N

Agua ultrapura.

2) Preparo de meio
1. Utilizar 30 ml de meio LB (0,3 g de triptona, 0,15 g de extrato de

levedura; 0,3 g de NaCl e 0,48 g de bacto-agar) para cada placa de

petri;
Apos atingir a temperatura morna adicionar 50 ug/ml de ampicilina ao
meio com bacto-&gar e transferir para placa de petri. Apos solidificacéo,

as placas devem ser devidamente identificadas e estocadas com o meio

para cima, evitando que a &gua evaporada caia no mesmo;
As mesmas condigdes devem ser utilizadas para meio LB liquido, exceto

bacto-agar.

3) Reagio de ligagio (kit Topo TA Clonig - Invitrogen)
1. 3 pl do produto de PCR purificado

1wl de plasmideo (“topo vector’)

1 uf solucéo salina

1ul de agua

20 minutos a 22°C

SN AN



4) Transformagso

1. Acrescentar 2 wl do produto de ligag&o a 100 pl de bactéria competente
(estocada a — 80°C /descongelar a temperatura ambiente);
2. Colocar esta soluggo a 42°C por 30 segundos, e imediatamente

transferi-la para gelo por mais 2 minutos;
3. Acrescentar 250 ul de meio LB liquido a bactéria transformada;

4. Incubar esta solucéo & 37°C por 1 hora, sob agitagdo de 180 rpm.

5) Plaqueamento
1. Acrescentar ao meio sélido 40 yl de X-gal (40 mg/ml) e 40 ul de IPTG

(100 mM);
2. Plaquear 100 ul de bactéria transformada;

3. Vedar as placas com parafilme e estocar a 4°C.

6) Estocagem da bactéria em glicerol

1. Acrescentar 400 pl de 50 X glicerol em 850 pl de bactéria transformada;
2. \lortexizar bem esta solugéo e estoca-la a -80°C.
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ANEXO 2.7

EXTRACAO DE PLASMIDEOS

1. Utilizar 3 m! de cultura e centrifugar por 1 minuto a 13.000 rpm;

. Descartar o sobrenadante e adicionar no precipitado 100 pl de solugéo
GET (50mM glicose, 25mM Tris-HC! (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0);

. Ressuspender g solucdo no vortex e adicionar 200 pl da solucdo Il (SDS

1%, NaOH 0,2 N) — esta solugéo deve ser prepara na hora

4. Incubar as amostra em gelo por 20 minutos;

. Adicionar 150 pl de acetato de potassio 3 M, misturar por inverséo e
deixar no gelo por 20 minutos;

. Centrifugar por 15 minutos a 4°C e 13.000 rpm. Manter os tubos no gelo
apos centrifugacéo e transferir o sobrenadante para um novo tubo;

. Adicionar 500 ul de isopropanol, centrifugar nas mesmas condicbes
anteriores,

. Descartar o sobrenadante e adicionar 600 i de etanol 75%;

. Centrifugar novamente e retirar todo o etanol, deixando secar por no
minimo 30 minutos;

10. Ressuspender o precipitado em 20 ul de agua milli-Q e 2 pl de Rnase
(10 mg/ml), deixando a 37°C por 15 minutos;

11. Aplicar de 2 a 3 pl dessa extracéo em gel de agarose 0,8



