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RESUMO

O céncer de prostata (CaP) tem se manifestado como uma das causas mais comuns de doengas
entre homens mais velhos. E o segundo tipo de cancer mais diagnosticado nos Estados Unidos
¢ no Brasil apés o cancer de pele, ndo melanoma. Para auxiliar a compreensio de diversas
doengas tém surgido novas técnicas para o estudo da expressdo génica diferencial, que
possibilita a identificacdo de genes relacionados com diversas patologias, inclusive o cincer.
Este trabalho teve como objetivo analisar os genes diferencialmente expressos em sangue
periférico, por RaSH (Rapid Subtraction Hybridization), entre os grupos cancer de prostata e
controle saudével, sendo que foi um “pool” de cada grupo formado por 10 pacientes. O novo
procedimento do RaSH pode ser dividido em trés principais fases: produ¢do por PCR de
fragmentos representativos chamados 7Zesfer e Driver, partindo do RNA de cada populagéo;
hibridizagdo subtrativa desses fragmentos e por fim a clonagem e sequenciamento dos
diferentes produtos obtidos. Nas andlises por bioinformadtica utilizou-se o programa Analisa,
via Phred, resultados do Megabace. Posteriormente, as seqiiéncias adquiridas foram
analisadas em BlastN (nucleotideos) e no PTC (Protein Classification Tool) para a tradugéo
do ¢cDNA. Foram encontradas 63 seqiiéncias de alta qualidade, entre elas 25 corresponderam
ao grupo céncer de prostata e 38 ao grupo controle saudavel. No programa PTC foram obtidos
as seguintes proteinas: catalase, beta hemoglobina e citocromo c. Na anélise do BlastN foram
encontradas ESTs (Expressed Sequence Tags) expressa em estdmago e em biblioteca de
cAncer de prostata. O novo procedimento do RaSH foi eficaz para isolar clones
diferencialmente expressos, mas € necessario obter um numero maior de clones e também

para confirmar a expressdo diferencial dos cDNAs com Northern blot.

Palavras chave: Cancer de préstata, RaSH (Rapid Subtraction Hybridization).
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1. INTRODUCAO
1.1 A glandula prostatica

A prostata ¢ um 6rgao fibromuscular e glandular masculino, com formato esférico situada
abaixo da bexiga urinria (Figura 1) (Smith,1979; Gosling et al,1992). E composta por 4cinos
e um complexo sistema de ductos ramificados, cujos produtos de excre¢ao sao langados
dentro da uretra prostatica (Rohr; Barthsch, 1980).

Anatomicamente a prostata é dividida em cinco zonas: zona fibromuscular anterior, que
contém 30% do volume da prostata, ndo apresenta elemento glandular e praticamente
composta somente de musculo liso; zona periférica, considerada a maior subdivisdo
anatdmica, contém 75% de tecido glandular da prostata, sendo o local onde ocorre quase
todos os carcinomas, zona central, que contém 25% de tecido glandular, sendo diferenciada
da zona periférica pela arquitetura da glandula e detalhes das células, incomum a
carcinogénese; zona pré-prostatica, que tem fungdo de esfincter durante a ejaculagdo para
previnir o refluxo do liquido seminal para a bexiga e a zona de transi¢do, que apresenta pelo
menos 5% da massa glandular normal da prostata, entretanto tem importante fungdo por ser

local de origem da hiperplasia prostatica benigna (Coffey, 1992).
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Figura 1: Localizagdo da glandula prostitica (INCA 2007)



1.2 Doencas relacionadas a prostata

Algumas doengas clinicamente importantes podem afetar a prdstata nos homens adultos,
como as prostatites, a hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o céncer de prostata. Estas
apresentam grande significado clinico, ndo s6 pelas suas conseqiiéncias mas, também, pela
alta freqiiéncia com que se manifestam (Srougi; Cury, 1998).

A prostatite é uma doenga prostatica comum, sendo rara em adolescentes, mas freqiiente
em homens adultos. Ocorre em formas distintas ou sindromes, as quais tém causas,
caracteristicas clinicas e seqiielas diferentes. As formas mais comuns sfo: prostatites
bacterianas agudas e crOnicas, prostatites ndo bacterianas e prostatodinia (préstata dolorida)
(Meares, 1992).

A hiperplasia ocorre em quase 80% dos homens por volta dos 80 anos de idade, é um
aumento no volume da préstata, resultante de um crescimento das gldndulas periuretrais e ndo
de uma simples hipertrofia (aumento no numero de células) (LAPIDES, 1979; WALSH;
WORTHINGTON, 1998).

J& o cancer de prostata (CaP) corresponde a uma alteragdo no balango entre a proliferacdo
e a morte celular. Durante os estagios do crescimento do céncer, as células irfio responder aos
mesmos fatores regulatorios (hormdnio-dependentes), embora as taxas de proliferacdo celular
sejam maiores do que as de morte celular. A disfun¢do no processo regulatério associada a
mutagdes genéticas, gera um processo que leva a formagdo de clones auténomos de células
malignas, com crescimento promovido por via autdcrina que passa a nio responder ao

controle androgénico (GRIFFITHS; MORTON, 1999).

1.3 Aspectos epidemiologicos

Nas ultimas décadas, o cincer de prostata tem emergido como uma das causas mais
comuns de doengas entre os homens mais vethos. Nos Estados Unidos e no Brasil é o segundo
mais comumente diagnosticado apds o céncer de pele, ndo melanoma (GRIFFITHS;
MORTON, 1999; INCA, 2007) e a segunda causa de morte (COFFEY, 1993; ALBRIGHT:
EELES, 1995) depois do cancer de pulmédo (GRIFFITHS; MORTON, 1999).

De acordo com as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), deveriam ocorrer,

em 2006, 47.280 novos casos de cincer de préstata no Brasil. O aumento observado nas taxas



de incidéncia pode ser parcialmente justificado pela evolugdo dos métodos diagndsticos, pela
melhoria na qualidade dos sistemas de informagéo do pais e pelo aumento na expectativa de
vida do brasileiro (INCA, 2007).

O Sudeste do Brasil apresenta alta incidéncia do céncer de préstata, sendo que Minas
Gerais é o segundo em casos diagnosticados e em numero de ébitos (INCA, 2007). A alta
mortalidade ¢ causada pelo retardo no diagndstico, que favorece a ocorréncia de tumores com
alta capacidade de invasdo local e de metastase, que € a disseminagdo para outros Orgaos
(POSTE; FILDER, 1980; INCA, 2007).

A urbanizagdo, a industrializagdo e o aumento na expectativa de vida sdo os principais
fatores que contribuem para o aumento da incidéncia das doengas cronico-degenerativas,
entre elas o cancer, visto que contribuem para o aumento de agentes cancerigenos ambientais
ou para uma maior ¢ mais prolongada exposi¢do dos seres humanos a esses agentes
(MINISTERIO DA SAUDE, 1999).

Assim como em outros cinceres, a idade ¢ um fator de risco importante, ganhando um
significado especial no cancer da prostata, uma vez que tanto a incidéncia como a mortalidade
aumenta exponencialmente apds a idade de 50 anos (INCA 2007).

A histéria familiar é um importante fator de risco, embora 90% do CaP sejam atribuidos a
fatores ambientais (esporadicos) e apenas 10% a fatores hereditarios (ALBRIGHT; EELES
1995; CHAN et al., 1998; RUIJTER et al., 1999).

A influéncia que a dieta pode exercer sobre a génese do céncer ainda ¢ incerta, ndo sendo
conhecidos os exatos componentes ou através de quais mecanismos estes poderiam estar
influenciando o desenvolvimento do cancer da prostata. Contudo, ja estd comprovado que
uma dieta rica em frutas, verduras, legumes, grios e cereais integrais, ¢ com menos gordura,
principalmente as de origem animal, ndo sé pode ajudar a diminuir o risco de cancer, como

também de outras doengas crnicas ndo transmissiveis (INCA, 2007).

1.4 Diagnostico clinico

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

O antigeno prostatico especifico (PSA), uma glicoproteina de peso molecular de 34000 Da
que pertence a familia das calicreinas, € secretado no fluido prostatico (COFFEY, 1993) ¢

elevacdes nos niveis desse marcador é amplamente utilizado para o diagnéstico e



monitoramento de pacientes com o céncer de prostata. Contudo, o PSA, apesar de indicar
alteragdes na proéstata possui baixo valor preditivo, pois ndo ¢ um marcador apenas de CaP,
podendo seus niveis apresentar elevados em prostatites e HPB (DILLIOGLUGIL et al., 1997,
CATALONA et al., 1998).

A American Cancer Society, juntamente com a American Urology Association,
recomendam a realizag@o anual do toque retal ¢ da dosagem do PSA em todos os homens a
partir de 50 anos. Nos grupos de alto risco, como em homens com histéria familiar desta
neoplasia, as avaliagdes devem iniciar aos 40 anos de idade (CHAMBERLAIN et al., 1996;
SELLY et al., 1996).

1.5 Hibrida¢ao subtrativa

Para auxiliar a compreensdo de diversas doengas tém surgido novas técnicas para o estudo
da expressio génica diferencial, que possibilita a identificagdo de genes relacionados com
diversas patologias, inclusive o cancer. Essas técnicas permitem a detec¢do de mudangas na
expressio em RNA mensageiros (RNAm), entre as mais comuns incluem: Differential
Display de RNAm, SAGE (Sequential Analysis of Gene Expression), RDA (Representational
Difference Analysis) microarranjos de DNA (DNA Microarrays) e RaSH (Rapid Subtraction
Hybridization) (DECKMANN, 2004).

Neste trabalho foi utilizado o protocolo de RaSH descrito por Jiang (2000), mas com
modificagdes que possibilitaram maior rapidez e eficiéncia na metodologia. A técnica RaSH
original é preparada com cDNAs de dupla fita que sio enzimaticamente digeridos em
pequenos fragmentos, ligados a adaptadores e amplificados por PCR, para posterior
hibridagdo. Ja na técnica otimizada nfo € necessaria a ligagdo dos adaptadores, diminuindo o
tempo de realizacdo dos experimentos, eliminando uma etapa que poderia resultar em perda
de material pela precipitagdo e diminuindo o custo do experimento (KUVBACHIEVA;
GOFFINET, 2002).

A hibrida¢dio subtrativa é uma técnica poderosa que permite a comparagdo de duas
populagdes de RNAs mensageiros e a obtengdo de clones que sdo expressos em uma delas
mas na outra ndo. N3o é necessaria nenhuma informagéo sobre um gene especifico, o que se
pretende é o isolamento de clones de ¢cDNA correspondentes a transcritos expressos
preferencialmente em uma das situagdes. Existem varios métodos para a geragdo de

bibliotecas subtrativas, mas o principio basico em todos os casos ¢ o mesmo. Inicialmente,



purifica-se 0 RNA poliA+ de cada populagdo de células e faz-se a sintese de cDNA. Uma das
populagdes de cDNA € aquela que vai ser testada (teste, digerido com enzima de restrigdo) a
outra é a que vai dirigir a subtragdo (driver). O ¢cDNA teste é colocado em contato com
excesso do cDNA de referéncia em condigGes que permitam o anelamento de moléculas
complementares. Desse modo, os transcritos expressos em ambas as populagdes formardo
hibridos, enquanto que os cDNAs exclusivos da situagfio teste ndo. Somente os cDNAs da
populagdo teste poderam ser clonados, pois foram digeridos previamente com a mesma
enzima utilizada na digestdo do vetor. Assim, obtém-se uma biblioteca de cDNA dos genes
expressos na situacgdo de interesse (PASTORIAN; HAWEL; BYUS, 2000).

Como representado na Figura 2, o novo procedimento do RaSH pode ser dividido em trés
principais fases: produgdo por PCR de fragmentos representativos chamados Tester e Driver,
partindo do RNA de cada populagdo; hibridizagdo subtrativa desses fragmentos e por fim a

clonagem e sequenciamento dos diferentes produtos obtidos.

Cancer de proéstata Controle saudavel
(TESTER) (DRIVER)
1 !
1° e 2° fitade cDNA 1° e 2° fita de cDNA
!

Digestédo com Xhol

}

HIBRIDACAO
!

Ligacdo com vetor cortado com Xhol

!
Biblioteca Subtrativa de cDNA

Figura 2: Representagio esquematica do novo protocolo do RaSH. Esse esquema envolve a construgéo do
Tester (Céancer de prostata) e o Driver (Controle saudavel), seguida pela digestdo de somente o Tester com a
enzima Xhol. Apés a hibridagio, seqiiéncias diferencialmente expressas sio clonadas em vetor digerido com
Xhol, resultando na Biblioteca subtrativa de cDNA.



A reagdo RT-PCR foi baseada no protocolo do kit PCR ¢cDNA Synthesis BD SMART™
(Clontech), utilizando um primer ancorador oligodT (CDS Primer) com seqiiéncia de
reconhecimento de enzima de restrigdo Xhol e curta seqiiéncia adaptadora (A1), e um primer
(Oligo II A) apresentando um oligo-dG seguida pela seqiiéncia de reconhecimento de enzima
de restrigdo Xhol e a mesma curta seqiiéncia adaptadora (Al). Esses primers foram
modificados para que tivessem o sitio de restricdo da Xhol. O primer Oligo II A se anela ao
local onde foi realizada a adigdo de oligo-dC pela transcriptase reversa possibilitando a

realizag@o do “template switching” e a exten¢do da transcrigdo reversa (Figura 3).
¢ p g ¢ % g

RNA
Ya o nns polyd 3
. 66 *7:—\
5 " BD SMART™

BD SMARTH™A CDS primer 1A
QOligonucleotide First-strand

synthesis by RT

olyA
Single

dC tailing by RT step

5 oo polyA

Template switching
and extension by RT

NANANANANANANNANAN
¢ polyA

5 ’GGC,C ——

Amplity cDNA by LD PCR
with PCR primer e

Double-stranded cDNA
— S—
[ A

Figura 3: BD SMART ™ PCR ¢DNA Synthesis Kit
User Manual
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A idenuficagao 3¢ genes diferencialmente expressos tem sido usada como uma import
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(Vedoy et al., 1999).

Devido a elevada incidéncia do cancer de prostata, 0 estudo molecular € importante pois
permite a detecgao precoce ¢ a avaliagdo do estagio dessa patologia, possibilitando o aumento
das chances de cura do cancer. E também podera auxiliar no diagnéstico clinico reduzindo o
uso de técnicas invasivas, que, durante muito tempo, fez com que 08 homens optassem por
nfio fazer a andlise clinica.

Este trabalho teve como objetivo @ identificacdio de genes diferencialmente expressos
entre pacientes com cancer de prostata e pacientes sem alteragdes prostaticas, definidos como
controle saudavel. Possibilitando a identificagdo dc genes que possam servir €Omo

marcadores de cada processo, auxiliando no prognostico desse cancer.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengao das amostras

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular (LABGEM) da
Universidade Federal de Uberlandia. As amostras de sangue foram coletadas no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia pela equipe médica e ambulatorial do setor de
Urologia, mediante autorizagio dos pacientes, 0s quais assinaram um Termo de

Me apds a coleta, o

Consentimento (Anexo 1). O sangue foi coletado em tubo tipo vacutainer’
material foi levado para o LABGEM e armazenado na cémara fria a -4°C, para posterior
processamento. Todas as técnicas de manipulagiio do material biolégico seguem normas do
Cddigo de Etica Médica. O projeto obteve a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia (Anexo 2).

Amostras de sangue periférico foram coletadas de dois grupos distintos: o primeiro grupo
cancer de prostata foi composto por pacientes com adenocarcinoma da prostata, ¢ o segundo
grupo controle saudével, formado por homens jovens com idade entre 18 ¢ 24 anos.

A realizagdo da técnica rapid subtraction hybridization (RaSH) ocorreu em paralelo para

as populaces cancer de prostata e controle negativo, 0 método segue varias etapas, que estdo

sendo citadas abaixo:

2.2 Extracido do RNA total de sangue periférico

O RNA total do sangue periférico foi extraido conforme protocolo otimizado no
Laboratério de Genética Molecular da UFU (ANEXO 3).

A qualidade do RNA foi analisada em gel de agarose numa concentracao de 1,5%, corado
com 0,5 pg/ml de brometo de etidio, submetido & voltagem de 100 wvolts por
aproximadamente 1 hora, em tampéo TBE 0,5 X (45 mM Tris-borato, pH 83 e 1 mM
EDTA), em seguida, visualizado no sistema de video documentagdo- VDS (Amersham
Bioscience).

Posteriormente, o RNA foi quantificado em espectrofotdmetro (Amersham Bioscience) a

um comprimento de onda de 260nm e 280nm. Apods avalia¢do, a 4cido ribonucléico foi

armazenado a —80°C.



2.3 Sintese da primeira fita de cDNA (RT-PCR)

Para cada um dos grupos, cancer de prostata e controle negativo, foi feito um “pool” de
RNAs da seguinte maneira, misturou-se em um tubo 1uL de RNA de cada paciente (total de

10 pacientes) e desse pool foi retirado 1 pg para a realizagdo da RT-PCR.

Sequéncia dos primers utilizados na sintese da primeira fita de cDNA:

CDS Primer:

5’-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA CTCGAG TTT TTT TTT TTT TTT-3°
Oligo A:

5°-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA CTC GAG GCG GG- 3

A reagio foi submetida as seguintes condigdes: 1 pg de RNA, 12,0 pmoles dos
primers CDS e Oligo I A, e 4gua DEPC (Dietilpirocarbonato) para completar 5,0 puL de
volume final. As amostras foram incubadas em termociclador PTC-150 (MJ Reaserch, Inc.) a
72°C por 2,0 minutos ¢ colocadas imediatamente no gelo por 3 minutos.

Em seguida foi adicionada a cada reagdo uma mistura de: 1X tamp#do da primeira fita,
20 mM de DTT, 200uM de cada dNTP (Desoxirribonucleotideos Trifosfato) e 1,0 pL da
enzima PowerScript RT. A reagdo foi gentilmente homogenizada e posteriormente incubada
em termociclador a 42°C durante 1 hora.

O c¢DNA foi estocado a -20°C para posterior amplifica¢do.

2.4 Sintese da dupla fita de cDNA por LD-PCR (Long distance- Polymerase Chain

Reaction)

O molde gerado na reagdo da primeira fita foi utilizado na PCR com um dnico primer
(SMART PCR), reconhecendo a seqiiéncia adaptadora (Al) nos dois terminais, ndo sendo
necesséria a ligagdo de adaptadores para realizar a PCR. A reago seguiu o protocolo do kit
PCR cDNA Synthesis SMART (Clontech).

Dois pL da fita de cDNA de fita simples foi utilizada como molde nestas reagdes,

adicionando 1X Tampao da Tag DNA Polimerase (50 mM KCL; 10 mM Tris-HCL, ph 8,3);
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2,0 uL de dNTPs (10mM); 12,0 pmoles do primer (SMART PCR) 5°- AAG CAG TGG TAT
CAA CGC AGA CT- 3’; 2,5 mM de MgCl e 1 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As
reagdes foram completadas com 4gua ultrapura para 25 pL.

O programa de PCR utilizado foi de 95°C- 1 min; 95°C- 15 seg; 65°C- 30 seg. € 72°C - 6
min, durante 25 ciclos. Foram realizadas 2 reagdes por biblioteca (Cancer e Controle
saudavel), para atingir a massa minima de cDNA para os proximos passos.

Apbs a amplifica¢do, 5 pL de cada produto de PCR misturados com 2 pL de Loading Dye
(12,5 mg de azul de bromofenol, 4,0 g de sacarose e 5,0 mL de 4gua) foram analisados, por
eletroforese, em gel de agarose 1,5% por 45 min a 100 volts em tampdo TBE 0,5x (450 mM
de Tris, 450 mM de 4cido bérico, 10mM EDTA, pH 8,0). Os géis foram corados com 0,5
mg/mL de brometo de etideo e, em seguida, visualizados e fotografados pelo sistema de video

documentagdo- VDS (Amersham Bioscience).

2.5 Purificaciio do ¢cDNA dupla fita amplificado

O cDNA dupla fita foi purificado pelo kit Wizard PCR Preps DNA Purification System

(Promega), segundo instrugdes do fabricante e, em seguida, armazenado a -20°C.

2.6 Digestdo do ¢cDNA dupla fita com Xhol (Preparagiio do Tester)

Ap6s purificagdo, o cDNA dupla fita foi quantificado por espectrofotometria utilizando-se
260 nm como comprimento de onda para leitura. Posteriormente, o DNA foi submetido &
digestdo com enzima de restrigdo Xhol. Um micrograma de cDNA dupla fita foi digerido
usando as seguintes condigdes: 1 ug de cDNA dupla fita, 1X Tamp&o R+ (10 mM Tris-HCI,
pH 8,5; 10mM MgCly; 100mM KCI; 0.1 mg/mL BSA), 5 U da enzima Xhol (Fermentas) e

agua Mili-Q para um volume final de 20 pL. A reagéo foi incubada em banho-maria a 37° C

overnight.
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2.7 Hibridagio subtrativa

Cem microgramas do cDNA digerido com Xhol foi utilizado como tester, juntamente com
3 ng do cDNA driver, que € o produto intacto de PCR, ou seja , ndo sofreu digestéo.

Na mistura tester e driver foram acrescentados 10 pL da solugdo de hibridagido [0,5M
NaCl; 50mM Tris, pH 7,5; 0,2% SDS; 40% (vol/vol) formamida]. Posteriormente, a mistura

foi fervida por 5 minutos e depois incubada a 42°C por 48 horas em banho- maria.

2.8 Precipitacao da soluciio de hibrida¢ao

A mistura de hibrida¢do foi completada com 4gua milli-Q para volume final de 100uL.
Em seguida, foi adicionado 4 mistura para a precipitagdo do material: 1/10 do volume de
Acetato de amonia 7,5 M, 10uL do volume de glicogénio (100 mg/mL) recém preparado ¢ 2
volumes de etanol 100% (gelado). A precipitagdo ocorreu a —20° C overnight.

Posteriormente, o material foi centrifugado nas seguintes condi¢des:14.000g por 20 min a
4°C, apés a centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e adicionado 200 pL de etanol 70%
(gelado). O produto foi novamente centrifugado sob as mesmas condigdes, mas por apenas 5

min, em seguida, o etanol foi retirado e os tubos colocados para secar. O precipitado da

hibridacdo foi ressuspendido em 10 pL de dgua milli-Q.

2.9 Digestio com Xhol e desfosforilagdo e purificacdo do plasmideo

O plasmideo pBluescript II SK+ foi digerido nas seguintes condigdes: 2 pg de plasmideo,
1 X Tampdo R+ (10mM Tris-HCI, pH 8,5; 10mM MgCl,; 100mM KCI; 0.1 mg/mL BSA), 2
U da enzima Xhol (Fermentas) e agua Mili-Q para um volume final de 20 pL. A reagéo foi
incubada em banho-maria a 37°C overnight.

A eficiéncia da digestdio foi analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8 % com 10 uL
das amostras digeridas e nio digeridas, como controle da reagdo enzimatica. Apds verificar a

digestio do plasmideo, este foi submetido a desfosforilagdo com SAP (Shrimp alkaline

phosphatase).
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Para a desfosforilagdo foi acrescentado ao produto de digestdo plasmidial 1 U de SAP e
incubado em termociclador por 1 horaa 37° C e a 65° C durante 20 minutos (desnaturag@o da
SAP).

Depois da digestdo e desfosforilagdo do plasmideo, este foi purificado seguindo protocolo
otimizado no LAGBEM (ANEXO 4). Em seguida, a eficiéncia da purificagéo foi analisada

por eletroforese em gel de agarose 1,5 % com tampéo TBE 0,5 %.

2.10 Preparo das células eletrocompetentes de E. coli

O preparo das células eletrocompetentes foi realizado de acordo com o protocolo descrito

no ANEXO 5.

2.11 Clonagem

O produto da hibridagio subtrativa foi ligado ao vetor pBluescript SK+ pela agdo da
enzima T4 DNA ligase (Fermentas). As reacdes de ligagdo foram incubadas em termociclador
a 22°C por 2 horas e a 65°C por 10 minutos, utilizando-se 3uL de inserto, 50ng de vetor, 5 U
de T4 DNA ligase, 1X Tampéo (400mM Tris-HC1, 100mM MgCl,, 100mM DTT, SmM ATP
pH 7.8 a 25°C) e agua milli-Q para um volume final de 10 uL.

Apbs a incubagdo, as misturas de ligagdo foram mantidas a ~20°C antes de serem usadas
em experimentos de eletro- transformagao.

Aos tubos contendo aliquotas de 100 uL de células eletrocompetentes foram adicionados
3 uL de reago de ligagdo, misturados gentilmente e mantidos no gelo. O eletroporador
MicroPulser (Bio Rad) foi ajustado no programa 2 (Ec2). A suspensdo de células contendo o
DNA foi transferida para cubetas de eletroporagéo geladas, que foram encaixadas ao aparetho
e submetidas a corrente elétrica. A eletroporagio seguiu os seguintes pardmetros elétricos:
2,5kV, 25uF e 200Q e o T esperado nessas condi¢des € de 4,0 a 5,0 ms.

Imediatamente apos a eletroporagdo, foi aicionado meio SOC a cubeta (foi realizado trés
lavagens com 1mL de meio para assegurar a remogdo total das células eletroporadas),sendo

que o volume final de 3 mL dr produto de transformagao foi transferido para tubo estéril tipo
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Falcon de 50mL. As culturas transformadas foram mantidas a 37°C por 1 hora, sob agitagéo
de 250 rpm.

Decorrido este periodo, aliquotas das culturas foram plaqueadas com meio LB-dgar
contendo 100 pg/mL de ampicilina, na presenga de 200 pg/mL de X-Gal e IPTG, para a
selecdio dos transformantes e incubadas em estufa a 37°C por aproximadamente 16 horas.
Estas aliquotas foram diluidas para a obtengdo de colonias isoladas para posterior extragdo do

DNA plasmidial e sequenciamento.

2.12 Extrac¢ao de DNA plasmidial

O procedimento de extragdo de DNA plasmidial (mini-preparagio) foi realizado de acordo

com o protocolo descrito no ANEXO 6.

2.13 Sequenciamento

As amostras de DNA plasmidial dos grupos Céancer ¢ Controle saudavel, foram
submetidas a sequenciamento automatizado no MegaBace 1000, utilizando o kit DYEnamic
ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit (Amersham Bioscences). Nesta reago, foi usado o

primer universal M13 direto.

2.14 Analise das seqiiéncias

O sequenciamento realizado no Laboratério de Genética Molecular da UFU gerou
sequéncias que foram armazenadas em arquivos no formato esd, que sdo provenientes dos
eletroferogramas obtidos apés o término de cada sequenciamento. Os arquivos contendo os

eletroferogramas foram compactados (.zip) ¢ analisadas no programa Analisa, via Phred,

resultados do Megabace (disponivel na Internet: http./www.biomol.unb.br), que removeu a

sequéncia do vetor e, posteriormente, agrupou as sequéncias similares. Com o agrupamento



14

foram obtidos os contigs (grupos de mais de uma sequencia) e os singlets (grupos com uma
Unica sequéncia).

As seqiiéncias obtidas foram comparadas em termos de similaridade utilizando-se o
programa o BlastN contra ESTs (fragmentos de seqiiéncias expressas), disponivel na Internet:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, e também foram traduzidas utilizando o programa PTC (Protein

Classification Tool), disponivel no site http://biodados.icb.ufmg.br.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Preparagio do cDNA

A Figura 5 mostra a qualidade do RNA total extraido de sangue periférico do grupo

cancer de prostata e controle saudavel.

Figura S: Pad
eletroforético do RNA t«
extraido de sangue perifér

A Figura 6 representa o resultado da sintese da dupla fita de cDNA por PCR dos grupos
cancer de prostata e controle saudavel utilizando o kit PCR ¢cDNA Synthesis BD SMART™
(Clontech). O kit foi eficiente ¢ rapido para a produgdo de uma quantidade satisfatéria da
segunda fita de cDNA, podendo perceber a formagao dos dois rastros fortes que representa a

formagdo da segunda fita.
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Figura 6: Analise da sintese da
segunda fita de cDNA. CaP- céncer
de prostata, CS- controle saudavel,
C- controle negativo da reagéo, M-
marcador de 100 pb (Invitrogen).

A Figura 7 mostra o resultado da purificagio do produto de PCR do céncer de prostata
pelo kit Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega). A purificagdo do produto
foi necessaria para eliminar excessos de reagentes utilizados na PCR que poderiam inibir a

reacdo de digestdo do cDNA com a enzima Xhol.

Figura 7: Andlise da
eficiéncia da purificagéo
de produto de PCR em
gel de agarose 1,5%. PCR
da populagdo cancer de
prostata.
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3.2 Preparacao do plasmideo

Segundo De-Souza (2003), o padrdo eletroforético (Figura 8) do plasmideo intacto ¢
formado por trés bandas, forma I: circular supernovelada, a forma II: circular relaxada e a
forma III: linear. A motilidade eletroforética das diferentes formas podem variar de acordo
com o tamanho da molécula de DNA e depende de uma diversidade de fatores, tais como

didmetro dos poros do gel, voltagem e for¢a idnica do tampdo de corrida.

Formall —
Forma [II—
Formal —

Figura 8: Analise de DNA
plasmidial. Gel de agarose 0,8%,
comparando o DNA do plasmideo
pBluescript SK+ intacto (I) e o
digerido(D) pela enzima de Xhol.

Apos a digestdo do plasmideo, este foi ligado com o produto da hibridagéo pela agdo da
enzima T4 DNA ligase. Em seguida, essa ligagdo foi clonada em Escherilia coli por
eletroporago e, posteriormente, plaqueado em meio LB contendo IPTG ¢ XGAL.

Para a realizagdo do sequenciamento foi necessaria a selegdo das coldnias brancas, as
quais possuem os insertos clonados. Apés isso, foi realizada a extragdo do DNA plasmidial

(mini-prep) dessas colonias. A Figura 9 apresenta um gel de eletroforese onde a extragéo foi

satisfatoria.
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Figura 9: Analise da qualidade de DNA plasmidial em gel de agarose 1,5%,
no primeiro pocinho um marcador de 1 kb (BioLabs).

Foi realizado a restricio do DNA plasmidial das colonias brancas e como esperado
ap6s a restrigdo foi liberado os fragmentos clonados (Figura 10). Apés essa andlise os clones

foram seqiienciados.

Figura 10: Anélise da clonagem dos produtos de hibridagdo subtrativa para
o CaP versus CS. M-marcador de 1 Kb (BioLabs); clones de 1 a8
restringidos, presenga do fragmento clonado; clones de 9 a 11 nédo
restringidos, presenga das trés bandas do plasmideo; M1- marcador de

3.3 Analise das seqiiéncias

O sequenciador possui alguns programas que geram um resultado avaliativo de cada
sequenciamento. Neste caso, o programa associado ao sequenciador é o PHRED que gera o

Scorecard, onde é mostrada a qualidade de cada seqiiéncia de acordo com a quantidade de
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bases seqiienciadas. A cor vermelha € mostrada quando o namero de bases seqiienciadas esta
entre 0 a 100, a cor amarela aparece quando 0 namero esta entre 101 e 400 bases, a cor verde
aparece quando o nimero esta acima de 401 bases sequenciadas, e a cor branca mostra

quando o sequenciamento falhou (Figura 11).
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Figura 11: Scorecard das seqiéncias dos grupos cincer ¢ controle saudavel.

Posteriormente, as reads da coluna 1 a 6, derivadas do PHRED foram submetidas a um
processo de filtragem feito pelo programa Cross match para remogdo das seqiiéncias de
vetores. Apds a remogdo do vetor as seqiiéncias obtiveram um tamanho médio de 300 pb.

As reads validadas foram submetidas a clusterizagdo (CAP 3), ou seja, as sequéncias foram
agrupadas de acordo com a similaridade de suas bases. Dessa forma foram obtidos os contigs
(grupos com mais de uma seqiiéncia) e os singlets (grupos com uma Unica seqiiéncia).

Foram obtidas 64 seqiiéncias de alta qualidade, sendo 25 do grupo céncer de prostata e 39
do grupo controle saudavel. Dessas 64 seqiiéncias obtidas, 10 foram caracterizadas em contigs
e 53 singlets. Sendo que, todos os contigs foram referentes ao grupo controle saudavel e
deram similaridade com RNA mitocondrial.

As seqiiéncias de cDNA foram traduzidas para analise das proteinas com o programa PTC

(Protein Classification Tool). Para os grupos controle saudavel e cancer, representado na
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tabela 1, foram obtidos elevado numero de seqiiéncias ndo similares, maior numero de
citocromo ¢ e beta hemoblogina no grupo saudével, e em relagdo aos valores da catalase

houve pouca diferenga entre os grupos.

Tabela 1: Biblioteca de subtragio obtida entre o grupo de CaP versus controle saudavel, isolados por RaSH

Beta Nao
Grupo Catalase Citocromo ¢ Total
Hemoglobina  encontrado
Cancer de
7 4 0 14 25
prostata
Controle
9 14 1 15 38
saudavel

O citocromo ¢ é uma proteina componente da cadeia de transporte de elétrons da
membrana interna da mitocondria. Segundo Chauffaille (2005), o citocromo ¢ tem papel
importante na indugdo de morte celular, pois ativa uma rede complexa de moléculas que
regulam a apoptose, em destaque as Caspases (enzimas proteoliticas). A apoptose ¢ a
contraposi¢do & mitose para a regulagdo da homeostase €, consequentemente, o crescimento
de um tecido, seja ele normal ou maligno, ¢ resultante do equilibrio entre a taxa de
proliferacdo e de destruigdo celulares, portanto um balango delicado entre reguladores de vias
pré e antiapoptoticas que controlam 0 processo mantendo a homeostase. Ha a promog@o do
processo de carcinogénese quando este equilibrio ¢ alterado em favor do prolongamento de
sobrevida celular, situagdo que ocorre apés uma série de alteragGes moleculares para que a
célula adquira o fendtipo maligno.

Devido a maior expressdo do citocromo ¢ (ativador da apoptose) no grupo sauddvel pode-
se supor que esta proteina esteja relacionada com inibi¢do da formagdo do tumor. Contudo, ¢
necessaria a analise de maior niimero de clones para se obter uma conclusio mais precisa.

Foi obtida também grande porcentagem da enzima Catalase, que ¢ uma oxidorredutase
intracelular presente na organela peroxissoma. E responsavel pela dexintoxicagéo do perdxido
de hidrogénio que esta associado com patologias ligadas ao estress oxidativo, como 0 cancer,

doencas cardiovasulares e grande parte das doencas degenerativas (OLIVEIRA, 2007). Mas
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nio se pode afirmar a relagdo da catalase com o céncer devido ao baixo nimero de seqliéncias
obtidas.

Outra proteina encontrada foi a beta hemoglobina no grupo saudéavel. Foi descrito por
ONDA (2005), que existe a expressdo diminuida do gene beta hemoglobina (HBB) em
carcinoma de tiredide, e a perda do heterozigose (LOH) desse gene foi relatada em varios
tipos de canceres, foi sugerida a possibilidade de HBB como um gene supressor de tumor.

A sequéncia traduzida em beta hemoblobina foi também analisada no BlastN (nucleotideos) ¢
foram encontrados valores que confirmam a similaridade do transcrito com a beta
hemoglobulina (Tabela 2). Mas, para confirmar a hipétese da diferenca de expressdo entre as

duas populagdes é necessdrio fazer o experimento de Northern blot.

Tabela 2: Analise de um transcrito isolado por RaSH e analisado no BlastN

Max
Descrigao Acesso Score  E-value
ident
Homo sapiens
hemoglobin,beta NM _000518.4 658 0 99%

(HBB), mRNA

Na analise das seqiiéncias no BlastN foram consideradas apenas as similaridades com um
E-value baixo, abaixo de 35, para tentar garantir a correta identidade da seqiiéncia. E quando
e E-value tem o valor igual a 0 significa que ndo tem erro. Portanto, as seqiiéncias com E-
value inadequado foram excluidas da analise. Os clones CaP e CS foram nomeados para
facilitar a identificagdo como, por exemplo CaP 1, CaP 2.

No estudo do grupo cancer de prostata foi obtido alguns resultados (Tabela 3), tais como:
o clone CaP 1 foi encontrado por Sugano (2004, ndo publicado), em biblioteca de cancer de
prostata. Ja os clones CaP 2, 5 e 8 foram similares a uma sequéncia encontrada em biblioteca
subtrativa de cAncer de estdmago, podendo indicar que esse gene possa estar relacionado
também com o cancer de prostata. O clone 15 foi similar a um EST encontrado por HUANG
(1999), em anélise comparativa de biblioteca de cDNA de tecido prostatico tumoral e tecido
normal, as EST (Expressed Sequence Tags) de cada biblioteca foram comparadas utilizando

um programa especial, o Oracle. Neste trabalho ndo foi feito uma hibridag¢do subtrativa de

¢DNA, e sim uma comparagio de ESTs das duas bibliotecas diferentes feitas separadamente.
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Tabela 3: Analise dos clones CaP isolados por RaSH e analisados no BlastN

Clones Acesso Score E-value Max ident Proteina Fungio

CaP | BP326233 385 le-52 98% Tetraspanina 4 Estrutural

CaP2,5,8 CN654980 155,270, 6e-36, 3e-70, 96%, 100%, Citocromo ¢ Oxidorredutase
232 6e-59 98%

CaP 15 Al557220 266 4e-69 98%

Em relacdio ao grupo controle saudavel, na analise no BlastN foram obtidos similaridade
com diversos clones que ndo tinham relagdo com o cancer. Para methor julgamento do papel
desses transcritos, ¢ necessaria uma analise de bioinformatica mais detalhada, que fornega a
fungdo das ESTs, para a compreensao do papel da baixa expressdo ou auséncia desses

transcritos em relagdio ao cancer.
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4. CONCLUSAO

O novo procedimento do RaSH foi eficaz para isolar clones diferencialmente expressos,
mas é necessario obter um ntmero maior de clones para se alcancar uma conclusdo mais

precisa dos dados. E preciso também para confirmar a expressdo diferencial dos cDNAs nos

grupos cAncer de prostata ¢ controle negativo fazer um Northern blot.
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ANEXO1

L?— UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
J INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA

Termo de Consentimento

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

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

Para realizagdo dos exames laboratoriais serd necessaria a coleta de 10 ml de sangue
periférico, e bidpsias de tecido normais e tumores da prostata. Cabe ressaltar, que todo
material utilizado serd estéril e descartivel, e no caso das bidpsias, serfo realizadas
juntamente com os procedimentos rotineiros do centro cirtrgico do Hospital de Clinicas, sem
qualquer desconforto adicional ao paciente.

O material coletado serd enviado ao laboratorio de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia, onde serfo realizados os exames de RNA ¢ DNA.

E direito do paciente pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da pesquisa,
destino do material coletado e resultados dos exames realizados.

Espera-se que, com este estudo seja possivel detectar em que estagio de desenvolvimento
se encontra a doenca no paciente, bem como definir os possiveis biomarcadores a serem
utilizados na detecgo precoce, auxiliando o tratamento.

Almeja-se com isso, estabelecer um programa de tratamento precoce € integrado
do paciente, a fim de prevenir o desenvolvimento da doenga.

Os pacientes ¢ contatos familiares que concordam em participar da pesquisa
poderdo desistir de faze-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo proéprio.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, Eu,

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

direitos. Assinatura

Testemunhas
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ANEXO 3

EXTRACAO DE RNA SANGUE

1- Colocar todo o sangue em tubo falcon (15mL);

2- Centrifugar o sangue por 10 min a 2.500 rpm a 4°C; Mesmo dia

3- Transferir o plasma para um microtubo ¢ armazenar a -80°C;

4- Deixar no maximo 2,5mL no tubo. Caso o volume esteja & cima de 2,5mL dividir o total
em dois tubos;

5- Adicionar nove partes (11,5mL) de cloreto de amdnio e uma parte (1,25mL) de
bicarbonato de amonio. Misturar antes de adicionar as células, 5 vezes o volume das
hemaceas;

6- Inverter delicadamente para misturar bem;

7- Incubar em gelo por 15 minutos;

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

9. Adicionar 1,0mL de solucsio D (ou 950uL de solugdo D + 50uL de sarcosil 10%);

10- Adicionar 8uL de B-mercaptoetanol;

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

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

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

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

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

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

17- Ap6s centrifugar, transferir no maximo 1,0 mL da fase aquosa para cada microtubo de
omL ¢ adicionar cerca de 750uL de isopropanol gelado e manter a -20°C (freezer) —
Deixar overnight (minimo 4 horas);

18- Centrifugar a 12.000g por 15 min a 4°C e descartar o alcool com cuidado;

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

20- Deixar 0 RNA secando por 15 minutos e ressuspender o pellet em 25 ul de agua.
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ANEXO 4

PRECIPITACAO E PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Adicionar 2uL de acetato de amdnio (7,5M) para cada 8uL de produto

Coletar em tubo novo, acrescentar 30uL de etanol absoluto (ou Isopropanol) gelado,
para cada 10pL de produto com acetato. Cuidadosamente homogeneizar como no
vortex;

Incubar overnight -20° C;

Centrifugar 13.000 rpm por 15 minutos, -4° C;

Remover o sobrenadante e adicionar 250pL de etanol 70% (175pL etanol + 75uL
agua);

Centrifugar 13.000rpm por 7 minutos, -4°C. Descartar o sobrenadante e secar por 15
minutos;

Ressuspender em 4gua ou TE (20uL). Se o pellet for pequeno ressuspendé-lo em
15uL de agua,

Incubar 15 minutos no banho-maria a 37°C;

Aplicar 3uL de produto em gel de agarose 1,5%.
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ANEXO 5

PREPARACAO DAS CELULAS COMPETENTES

Inocular uma colonia isolada de E. coli em 10mL de meio SB. Cultivar as células
durante a noite sob agitagdo de 250 rpm a 37°C;

Diluir 0,5mL dessa cultura em 500mL de meio SB, contendo 2,5mL da solugdo
estoque de glicose 2M e 2,5mL de solugdo estoque de Mg 2M em um frasco de 1L.
Incubar por duas a trés horas sob forte agitagéo (250rpm) a 37°C até uma densidade
optica a 600nm de 0,7 a 0,9;

(Depois de atingir essa OD, resfriar o frasco com gelo. A amostra devera ser mantida a
0°C, bem como se deve ter cuidado de resfriar as solugdes, as pipetas, as ponteiras ¢ as
demais vidrarias e os recipientes utilizados);

Coletar as células por centrifuga¢do a 3.000x g por vinte minutos a 4°C;

Ressuspender as células em 25mL de glicerol 10% (vol/vol) gelado, usando pipetas
pré-resfriadas. A seguir, adicionar 75mL de glicerol 10% (vol/vol) e centrifugar a
3.000x g por vinte minutos a 4°C. Descartar o sobrenadante e repetir esse
procedimento mais uma vez;

Ressuspender as células em 25mL de glicerol 10% (vol/vol) gelado, usando pipetas
pré-resfriadas. Transferir a amostra para tubos de centrifuga de 50mL e centrifugar a
3.000x g por vinte minutos a 4°C. Descartar 0 sobrenadante;

Ressuspender as células para uma densidade 6ptica a 600nm de 200 a 250
(aproximadamente 1 a 2mL);

Neste ponto, as células sdo consideradas competentes ¢ podem ser utilizadas as

imediatamente, ou aliquotas de 150 pL.
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ANEXO 6

EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL (MINI-PREP)

Fazer estoque em glicerol. Em placa de estoque colocar 100uL de glicerol 50 % e
100uL da cultura crescida 22 horas. Estocar em freezer —~70°C;

Centrifugar a placa “deep well” onde estd a cultura pd 6 min, 3700 rpm, 20°C;
Descartar o sobrenadante, deixar a placa invertida em papel absorvente por 5 min;
Ligar a estufa a 90°C;

Adicionar a cada pogo 240uL. de GET gelado,selar a placa com adesivo e vortexar por
2 in, para ressuspender bem as células;

Centrifugar 9 min, 3700 rpm;

Retirar o adesivo e descartar o sobrenadante. Deixar a placa invertida em papel
absorvente por 5 min;

Adicionar a cada pogo 80uL de GET, selar a placa com adesivo e vortexar por 2 min,
até ressuspender bem as células;

Adicionar 2uL de RNase (10mg/ml) a cada pogo de uma microplaca de fundo U,

identificar a placa.

10- Transferir 80uL da suspensdo de células para a microplaca ja contendo Rnase;

11- Adicionar a cada pogo 80uL de solugdo NaOH 0,2N/ SDS 1% (preparar na hora do

uso 20 mL para 2 placas, essa solugo ndo pode ser estocada). ImL NaOH 4M +2mL
de SDS 10% + agua MilliQ autoclavada 20 mL. OBS: Néo pode ser adicionada uma

solucdo de NaOH ap6s SDS, use agua como intermediério;
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12- Adicionar a cada pogo 80ul de KOAc 3M (acetato de potéassio-estocado a 4°C). Selar
a placa com adesivo ¢ misturar cuidadosamente 30 vezes por inversgo.

13- Incubar por 10 min em T.A., pulsar até¢ chegar 3700 rpm.

14- Remover o adesivo e incubar a placa aberta em estufa a 90°C por 15 min.;

15- Selar a placa e resfriar em gelo picado por 10 min. Centrifugar por 9 min, 3700rpm.,
20°C;

16- Fixar com fita adesiva uma placa Millipore filtro no topo de uma placa de fundo em V,
verificando se elas estdo alinhadas e firmes;

17- Transferir todo o sobrenadante, SEM debri celular, para a placa d Millipore e
centrifugar por 6 min, 3700rpm, 20°C;

18- Remover e descartar a placa Millipore. Adicionar 100uL. de Isopropanol ao filtrado
que estd na microplaca de fundo V.

19-Selar bem a placa com adesivo NOVO e misturar cuidadosamente 30 vezes por
inversdo;

20- Centrifugar por 45 min, 3700 rpm, 20°C;

21- Retirar o adesivo e descartar o sobrenadante (invertendo a placa);

22- Adicionar 200uL de Etanol 70 % (gelado), dispensar o etanol bem cuidadosamente
para ndo ressuspender o pellet;

23- Centrifugar por 10 min, 3700 rpm, 20°C. Descartar o sobrenadante;

24- Inverter a placa sobre um papel absorvente e pulsar 900 rpm, 20°¢;

25- Deixar a placa secar em T.A. por 30 min, coberta com papel toalha;

26- Ressuspender o DNA com 20 a 30 uLL de agua MilliQ (o volume depende do pellet de
células na etapa inicial da mini-pep), cobrir com adesivo, anotar dados da placa no
adesivo e deixar a T.A.overnight;

27- Guardar a placa no freezer -20°C.






