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RESUMO

Marcadores biomoleculares capazes de diferenciar o cancer de prostata da
hiperplasia prostatica benigna tém sido pesquisados na tentativa de auxiliar ou
mesmo suplantar a eficiéncia dos métodos tradicionais de avaliagcao dos pacientes
(PSA e toque prostatico).

O estudo em questdo tem como objetivo a analise semi-quantitativa por RT-
PCR do biomarcador (gene) LSP1 em hiperplasia prostatica benigna (HPB) e cancer
de préstata. Procurou-se identificar qual o padrao de expressdao do LSP71 nessas
patologias e sua aplicabilidade clinica.

Foram selecionados cinquenta pacientes com mais de 40 anos, com
indicagao de bidpsia prostatica por toque retal alterado ou niveis de PSA > 4ng/ml.
Vinte e cinco pacientes com menos de trinta anos de idade foram incluidos como
controle para o estudo. Foram coletadas amostras de sangue para analise do LSP1
e realizadas biopsias transretais. O resultado da analise patologica final foi
considerado como padrédo ouro (“standard”) para definir os trés grupos: cancer de
préstata (24 pacientes) e hiperplasia prostatica benigna (26 pacientes) e controle (25
pacientes). Os grupos de estudo foram analisados quanto aos intervalos de
expressao do LSP1: 21, de 0.5 a 1 e < 0.5. Em uma segunda etapa, foi analisada
expressao do LSP1 em amostras de tecidos prostaticos.

Os resultados mostraram nitida diferengca nos intervalos de expressao para
amostras do sangue em cada grupo de estudo. Sobretudo para HPB e pacientes
normais. Portadores de cancer de préstata apresentaram expressao intermediaria. A
incidéncia de HPB para expressdes superiores a 1.0 é onze vezes maior que a de
cancer de prostata.

Apesar de nao ser especifico para sé uma patologia, o LSP1 representa uma

proposta promissora como método complementar ao PSA.



ABSTRACT

Several molecular markers have been studied in order to differentiate prostate
cancer (PCa) and benign prostatic hyperplasia (BPH). They tried to help the
traditional methods in the patient evaluation (PSA and digital rectal exam).

This study analyzed the LSP7 gene expression by RT-PCR in BPH and
prostate cancer patients. We tried to identify the specific pattern of each pathology
related to the gene expression.

Fifty patients more than forty years old were selected based on PSA levels >
4ng/ml or altered digital rectal exam. Twenty five healthy patients with less than thirty
years old were selected as a control group. Blood sample analyses were performed
as prostatic core biopsies. The final pathology was the gold standard for diagnosis
defining three study groups: PCa, 24 patients; BPH, 26 patients and control, 25
patients. The study analysis was performed based on intervals of LSP71 RT-PCR
expression, defined as = 1, from 0.5 to 1 and < 0.5. A second study phase analyzed
LSP1 expression in prostatic tissues from specimens of twenty three patients.

The results in blood sample showed a clear difference in intervals of LSP1
expression for the study groups. The BPH patients presented the higher expression,
prostate cancer patients with median expression and control group with the lower
one. The relative risk of BPH in LSP1 expressions = 1 is eleven times greater than
prostate cancer.

Although, it is not a specific marker for prostate cancer or benign hyperplasia.

The LSP1 analysis represents a promising complementary purpose to PSA.
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A Hiperplasia Prostatica Benigna e o Cancer de Préstata

O cancer da préstata € o tumor mais diagnosticado nos homens,
representando a segunda causa de morte por tumor maligno nos Estados Unidos,
tendo ultrapassado em frequéncia os tumores do pulméao e do célon (BRUNINI et al,
1992; BOYLE; SEVERI;GILLES, 2003).

A Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) caracteriza-se por um aumento
notorio do componente acinar prostatico em relagcdo aos componentes intersticial e
capsular, acarretando, por consequéncia, aumento volumétrico da préstata. Esse
aumento benigno ocorre sempre apos os 35 anos de idade, sendo responsavel por
varios sintomas do trato urinario inferior em homens (STAMEY, MCNEIL, 1992;
CATALONA, ANTENOR et al. 2002; KRUMHOLTZ, CARVALHAL et al. 2002;
CATALONA 2004)

Essas duas patologias conferem risco e prognostico bastante diferentes aos
pacientes. Contudo incidem sobre a mesma faixa etaria. A neoplasia prostatica, em
estagios iniciais, apresenta alteragdes clinicas e laboratoriais semelhantes a
hiperplasia benigna. Além do fato de ambas poderem co-existir, complicando ainda
mais o diagnostico preciso. Esses fatos dificultam sensivelmente a diferenciagdo
dessas patologias (KRUMHOLTZ, CARVALHAL et al. 2002; CATALONA 2004).

Apesar da grande evolucdo observada apds a introdugdo do antigeno
prostatico especifico (PSA), nota-se um aumento progressivo no numero de bidpsias
transretais, muitas vezes, desnecessarias. Ao longo de mais de vinte anos da era do
PSA, muitos fatos foram elucidados. Porém permanecem muitas duvidas acerca da
diferenciagao clinica entre a hiperplasia prostatica benigna e o cancer de préstata
inicial (STAMEY, CALDWELL et al., 2004).

Estudos em necrépsias mostraram que 80% dos homens acima dos 80 anos
de idade apresentam neoplasia da prostata, quando a glandula é estudada por meio
de cortes seriados (SCOTT e et al, 1969). Segundo Franks (1973), 30% dos homens
acima de 50 anos de idade tém cancer prostatico latente e indetectavel durante



muitos anos. A incidéncia varia de 10%, aos 50 anos, para 80% aos 80 anos de
idade, duplicando a cada década apds os 50 anos de idade.

O risco do cancer da prostata aumenta de 3 a 6 vezes nos pacientes com
historia familiar desse céancer, nos parentes de 1° e de 2° grau (CUSSENOTE;
VALERI 2001).

O cancer da prostata apresenta incidéncia variavel de acordo com as regides
geograficas, sendo a mais baixa no extremo Oriente; intermediaria na Europa central
e Estados Unidos; e mais elevada nos paises Nordicos (KURTH; MICKISCH,;
SCHRODER, 1999).

O exame digital retal da prostata possui uma sensibilidade de 67% a 69% e
especificidade de 89% a 97%, de acordo com Guinan et al (1980) e Vihko et al
(1985). Contudo estudo mais recente demonstrou um valor preditivo positivo isolado
de apenas 21%, segundo Catalona et al (1994 b).

O antigeno prostatico especifico (PSA) é uma glicoproteina produzida pelas
células colunares do epitélio dos acinos e ductos prostaticos normais, sendo as
células colunares circundadas pela camada de células basais, que, por sua vez, sao
circundadas pela membrana basal e intersticio (BRAWER; KIRBY, 1998). Para que o
PSA e as células metastaticas tenham acesso a circulagdo sanguinea, é preciso
vencer essa barreira e ainda o endotélio capilar.

Os niveis de PSA do sangue dependem diretamente do volume de tecido
prostatico, seja este benigno ou maligno (STAMEY; YANG; HAY, 1987; STAMEY;
MCNEIL, 1992).

Na hiperplasia prostatica benigna (HPB), cada grama de tecido eleva os
niveis séricos de PSA em 0,31 ng/ml (dosado pela metodologia Yang), sendo que,
nos casos de adenocarcinoma da prostata, cada grama de tecido neoplasico
aumenta os niveis séricos do PSA em 3,5 ng/ml (dez vezes mais, dosado pela
metodologia Yang). Este fato também demonstra que quanto maior os valores do
PSA maior é o volume do tumor do paciente, (STAMEY; YANG; HAY, 1987).

No cancer da prostata, os niveis séricos do PSA aumentam progressivamente
a medida que aumenta o estagio da doenga (LANGE; ERCOLE; VERSSELA, 1986).

Como os niveis séricos de PSA elevam-se ja em fase inicial da doenca,

acreditou-se ser este um método eficaz na detecgéo precoce do cancer de proéstata.



Contudo a baixa especificidade desse exame torna-o isoladamente, pouco relevante
como método de diagndstico precoce da neoplasia.

Catalona et al (1994 b) mostraram que o valor positivo mais alto, de 55%, foi
encontrado quando o paciente apresentava simultaneamente, alteracbes no toque
retal e no PSA. No PSA sozinho, houve valor preditivo positivo de apenas 32%,
pouco mais alto do que o valor preditivo positivo da alteragdo do toque retal isolada,
que foi de 21%.

ApOs prostatectomia radical, os niveis de PSA tornam-se indetectaveis (PSA
igual ou menor que 0,04 ng/ml) em mais de 91% dos pacientes. Este comportamento
tem grande valor progndstico, sendo utilizado nos controles pdés-operatérios da
cirurgia (OESTERLINK et al, 1988; STAMEY; CABALIM, 1989).

Algumas alternativas para melhorar a performance do PSA, com aumento de
sensibilidade e especificidade, sdo rotineiramente utilizadas. Dentre estas, a analise
do PSA em diferentes niveis de corte, o emprego da densidade e velocidade de
crescimento do PSA e ainda a relagdo PSA livre / PSA total (CATALONA, BARTSCH
et al. 2003; D'AMICO, CHEN ET al. 2004) Compondo o que hoje é aceito como
raciocinio critico e particularizado do PSA.

O ponto de corte para indicagao de bidpsia da préstata em torno de 4,0 ng/ml
tem sido progressivamente abandonado. Estudos recentes sugerem que o ponto de
corte para indicagao de bidpsia deve ser 2,5 ng/ml, apesar de apontarem para o alto
indice (média de 75%) de patologias benignas diagnosticadas em bidpsias na faixa
entre 2,5 ng/ml e 4,0 ng/ml.

Algumas combinagdes dos testes positivos, tais como: o toque retal positivo,
PSA total bioquimico maior do que 4,0 ng/ml, presenca de lesdes hipoecdicas no
ultra-som transretal da préstata, aumentam o valor preditivo para o cancer da
préostata (BRAWER & KIRBY, 1998). Porém estes casos apresentam progndstico
bastante desfavoravel em relagdo ao tumor diagnosticado sem alteragbes aparentes
(STAMEY 2004; STAMEY, CALDWELL et al. 2004). Atualmente, busca-se
diagnosticar a neoplasia antes que esta se torne clinicamente relevante em todos

esses testes.



O PSA é um método especifico para a prostata, podendo alterar-se em
condigbes benignas e malignas, nao possuindo, portanto, total especificidade por
nenhuma das duas condi¢cdes. A analise da sua variagédo, a velocidade e demais
parametros podem indicar a maior ou menor chance de cada condicdo. Porém
somente o diagndstico anatomo-patologico pode elucidar com certeza o diagndstico.

Tanto o cancer da prostata quanto a hiperplasia prostatica benigna séo
diagnosticados pelo exame patolégico de material obtido pela biépsia da prostata.
No entanto a bidpsia € um exame invasivo, com riscos de infecgdo e extremamente
desagradavel para o paciente. Sao retirados pelo menos seis fragmentos de cada

lobo da préstata, incluindo fragmentos de areas suspeitas ao ultra-som.

No estadiamento patoldgico do cancer da proéstata, utiliza-se a classificacao
TMN 92 (T-Tumor, N-Linfonodo, M-Metastase) de acordo com o consenso da Uniédo
Internacional Contra o Cancer em 1992, sendo o grau da neoplasia definido pela
escala de Gleason (GLEASON, 1977; SCHRODER et al, 1992).

O cancer da préstata é sabidamente uma doenca multifocal, o que leva a
possibilidade de sub-estadiamento dos escores das biopsias em relacdo aos das
pecas cirurgicas. Segundo Stainberg et al (1997), o sub-estadiamento dos escores
de Gleason das bidpsias em relagdo aos escores das pegas cirurgicas poderia ser
justificado pelo fato de o tumor ser multifocal. Também pela subjetividade da leitura
da lamina, pelos achados no tumor de areas limitrofes entre um escore e outro e
pela amostragem, uma vez que a quantidade de tecido disponivel para exame na

bidpsia € menor em relagcédo a quantidade disponivel nas pegas cirurgicas.

O uso de nomogramas “Partin Tables”, utilizando como parametros alteragdes
do toque retal, Gleason da bidpsia e o resultado do PSA bioquimico pré-operatoério
fornece as probabilidades do estadiamento patolégico em termos de probabilidade
de doencga confinada a prostata, extensdo extraprostatica, invasdao de vesiculas
seminais, metastases em ganglios linfaticos (PARTIN et al, 2001).

Em relagdo ao estadiamento patoldgico pela classificagdo TNM 92, 50% dos
pacientes sao sub-estadiados no estadiamento clinico. Sabendo-se que a maior
chance de cura ocorre com o estadio inicial TINOMO (CATALONA; DRESNER,
1985; VOGES et al; 1992).



Com tantas variaveis em questido, existe real necessidade de diferenciagao
entre a hiperplasia benigna e o cancer de prostata realmente inicial ou T1. O PSA
nao representa um meétodo isolado eficiente, sobretudo, abaixo de 4,0ng/ml. O
numero de bidpsias desnecessarias aumentou drasticamente. E mesmo em casos
multi-biopsiados (mais de trés bidpsias realizadas) encontra-se dificuldade de chegar
a um diagndstico seguro.

A identificacdo de células metastaticas no sangue periférico tornou-se
possivel com o advento da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida
por Mullis e colaboradores em 1987, o que Ihe valeu o prémio Nobel de Quimica de
1993. O aperfeicoamento da técnica de PCR e a sintese de “Primers” (iniciadores)
de biomarcadores especificos permitiram aumento de acuracia neste sentido (SAIK
et al; 1985; SMITH et al, 1991; MATTANO et al, 1982; MORENO et al; 1992).

Desde entdo, diversos biomarcadores estdo sendo isolados. O estudo de
suas expressdes em amostra de sangue periférico e/ou de tecidos tem fornecido
importantes informacdes, em varias linhas de pesquisa (CANTO; SHARIAT,;
SLAWIN, 2003; KATTAN & SCARDINO, 2003). Atualmente, estudos sobre o
diagndstico molecular do cancer da prostata e outras afecgbes prostaticas
representam uma nova possibilidade de auxilio ao PSA. Esses estudos representam
tentativas de melhoria da seguranga no diagndstico, no controle pés-tratamento e no
acompanhamento clinico dos pacientes. Representando promessas de incorporagao
na pratica clinica (BUSSEMAKERS et al, 1999; HIROYOSHI et al, 2004; ROGERS et
al, 2004; ORNSTEIN et al, 2004).



O Biomarcador LSP1

O gene LSP1 — Leukocyte Specific Protein 1 é responsavel pela producao de
uma proteina citoplasmatica multifuncional envolvida em diversos mecanismos
bioloégicos, tais como: regulagdo da motilidade de neutrofilos e quimiotaxia,
aderéncia da Imunoglobulina M — IgM a membrana celular, composigdo do cito-
esqueleto; e indugao de apoptose mediada por células B. O LSP1 esta expresso em
linfocitos, neutréfilos e macrofagos, mas ndo nas demais linhagens hematolégicas,
ou mesmo em outras células (JONGSTRA, TIDMARSH et al. 1988; KLEIN,
JONGSTRA-BILEN et al. 1989; KLEIN, GALEA et al. 1990; JONGSTRA-BILEN,
JANMEY et al. 1992; JONGSTRA, ITTEL et al. 1994; JONGSTRA-BILEN,
WIELOWIEYSKI et al. 1999; WONG, MALAPITAN et al. 2003).

Em algumas neoplasias do sistema imune, como linfomas, leucemias e
doenga de Hodking, o LSP1 é descrito como marcador especifico, sendo, em alguns
casos, superior ao CD45 ja sedimentado na literatura (JONGSTRA-BILEN,
WIELOWIEYSKI et al. 1999; MARAFIOTI, JABRI et al. 2003). Entretanto sua
especificidade como marcador de leucdocitos humanos ja havia sido descrita
anteriormente (PULFORD, JONES et al. 1999).

Recentemente, foi descoberta a expressao do LSP7 em células endoteliais na
microcirculacdo, sendo este o primeiro sitio identificado fora dos leocécitos. Sua
funcéo, contudo, esta intimamente relacionada a estes, promovendo a formagao de
‘gaps” com a passagem dos leucdcitos para locais especificos do organismo
facilitando, assim, a resposta imunolégica local (LIU, CARA et al. 2005).

Varios estudos demonstraram que o LSP1 esta intimamente relacionado a
resposta imune do organismo, atuando em diferentes niveis. Este potencial se
relaciona as neoplasias do proprio sistema imune, mas também em situacdes de
inflamacgodes sistémicas inespecificas. O LSP17 modula a resposta imune de
leucdcitos em peritdnio normal e inflamado (JONGSTRA-BILEN, MISENER et al.
2000). Ele também atua como indutor de apoptose mediada por células B, em

situagbes anormais em que linfocitos com atividade auto-imune e células do bago



imaturas permanegam na circulagdo (NEMAZEE AND BUERKI 1989; JONGSTRA-
BILEN, WIELOWIEYSKI et al. 1999).

Portanto, o LSP1 representa um biomarcador de grande importancia para o
funcionamento do sistema imune em diversas situagdes. Desde a vigilancia
imunoldgica até em respostas imunes frente a inflamagdes e neoplasias. Apesar do
grande enfoque em doencas do sistema imune, sua atuagdo frente a afecgdes
prostaticas nao foi estudada.

A analise por RT-PCR semi-quantitativo para o LSP7 é uma grande promessa
para avaliacido de afecgdes locais com consequéncias sistémicas. Neste contexto,
podem enquadrar-se a neoplasia de préstata e a hiperplasia prostatica benigna, que,
apesar de iniciarem como processos locais, podem evoluir com complicagdes fora
do sitio prostatico.

Oliveira Jr. et al. (2003) identificaram pela primeira vez o LSP1 por display
RT-PCR no sangue periférico de pacientes portadores de hiperplasia prostatica
benigna e cancer de préstata. Este estudo inovador abriu uma nova opgao de
biomarcador para estas patologias.

Com base nesses fatos, idealizou-se um estudo capaz de avaliar o padrdo de
expressao do LSP1 e sua utilidade na diferenciacdo entre a hiperplasia prostatica

benigna e o cancer de préstata.
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1. INTRODUGAO

O céancer da préstata e a hipertrofia prostatica benigna (HPB) representam as
patologias prostaticas de maior relevancia na clinica urolégica (BRUNINI et al, 1992;
BOYLE; SEVERI;GILLES, 2003). Estas patologias definem prognésticos distintos,
mas sua diferenciacdo € muitas vezes dificil; acarretando um numero acentuado de
bidpsias transretais desnecessarias (STAMEY 2004; STAMEY, CALDWELL et al.
2004).

Apesar da evolugcao do PSA nos ultimos anos, este se mostrou pouco eficaz
em tumores realmente iniciais, sobretudo em valores abaixo de 4ng/mL.
(CATALONA, ANTENOR et al. 2002; KRUMHOLTZ, CARVALHAL et al. 2002;
CATALONA 2004)

Atualmente a procura pelo diagnostico precoce, antes mesmo que o tumor
possa ser detectado pelo toque, ou seja estadio T1, € uma constante. Sabe-se que
os indices de cura nestes casos sdo bastante superiores aos demais estadios
(STAMEY 2004; STAMEY, CALDWELL et al. 2004). Dai a necessidade de novas
formas de diagndstico.

A busca por novos biomarcadores com capacidade de auxiliar o raciocinio do
PSA ou mesmo suplanta-lo, € hoje uma realidade (CANTO; SHARIAT; SLAWIN,
2003; KATTAN & SCARDINO, 2003). Muitas propostas em nivel molecular tem sido
estudadas (BUSSEMAKERS et al, 1999; HIROYOSHI et al, 2004; ROGERS et al,
2004; ORNSTEIN et al, 2004).

O gene LSP1 teve sua expressao relacionada a diversos eventos do sistema
imune, em situagdes de inflamagdes, neoplasias hematoldgicas e vigilancia

imunoldgica; participando em diferentes niveis moleculares (NEMAZEE AND
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BUERKI 1989; JONGSTRA-BILEN, WIELOWIEYSKI et al. 1999). Mas, foi a sua
identificacao fora dos leucdcitos que despertou interesse sobre a atuagdo em outras
patologias (JONGSTRA-BILEN, MISENER et al. 2000; LIU, CARA et al. 2005)

Estudo pioneiro de Oliveira Jr. et al. (2003) demonstrou, por meio de display-
RT-PCR, que o LSP1 estava expresso em HPB bem como em cancer de prostata.
Porém com intensidades diferentes. Contudo, pouco se sabe sobre sua repercussao
clinica ou expressao em pacientes normais.

Para tanto, foi idealizado um estudo capaz de avaliar a uma s6 vez a
expressao do LSP1 em HPB e cancer de prostata, comparando os niveis de

expressao com os de pacientes jovens e saudaveis.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o nivel de expressao do gene LSP1
e seu potencial como marcador molecular na hiperplasia prostatica

benigna (HPB) e no cancer de prostata (CAP).
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3. METODO E CASUISTICA

3.1 DESENHO

O estudo foi realizado de forma prospectiva, duplo cego e randomizada, em
duas etapas. Sendo, a primeira com setenta e cinco pacientes consecutivos para
analise em sangue periférico e a segunda com vinte e trés pacientes para analise

em tecidos prostaticos.

3.2 LOCAL E EPOCA

O estudo foi efetuado durante vinte e um meses, no periodo de margo de
2004 a novembro de 2005, no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia — UFU. O estudo envolveu o Laboratério de Genética Molecular
(LABGEM) do Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB) e a disciplina de Urologia
da Faculdade de Medicina (FAMED), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

3.3 PACIENTES

Foram avaliados setenta e cinco pacientes do sexo masculino, consecutivos e
com idades entre 13 e 82 anos, para coleta de amostras de sangue periférico.
Dentre estes, vinte e cinco foram selecionados com idades inferiores a 30 anos

(variando de 13 a 29), como controle negativo para o estudo. Esses pacientes foram
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voluntarios para a coleta de sangue periférico e estavam clinicamente
assintomaticos. E sabido que tanto a hiperplasia prostatica benigna quanto o cancer

de proéstata ocorrem apos os 30 anos de idade.

Cinquenta pacientes com idades entre 44 e 82 anos foram selecionados para
estudo de HPB e cancer de prostata com coletas em sangue periférico. Outros vinte
e trés pacientes foram selecionados, em uma segunda etapa, para analise em
tecidos de bidpsias transretais.

Todos os pacientes passaram por avaliagdo clinica e uroldgica inicial em
ambulatério de Urologia do Hospital de Clinicas da UFU. Os pacientes com mais de
quarenta anos, candidatos ao rastreamento uroldgico, foram selecionados e

ingressaram no estudo respeitando os critérios abaixo.

Critérios de inclusao: todos os pacientes com toque transretal suspeito e/ou

niveis séricos de PSA > 4,0 ng/mL, que foram submetidos ao rastreamento
ambulatorial.

O rastreamento foi realizado pelo Servigo de Urologia do Hospital das Clinicas
da UFU. Sendo iniciado para os pacientes com mais de 50 anos, sem historia
familiar de cancer de prostata, e, a partir dos 40 anos, nos casos com histéria
familiar ou em pacientes de raga negra. A avaliagdo também incluiu analise de
sintomas do trato urinario inferior que frequentemente estao relacionados a presenca
de Hiperplasia Prostatica Benigna.

Os pacientes foram submetidos ao exame digital retal de prostata e a
dosagem bioquimica do PSA no sangue periférico. Todos os pacientes também
seguiram a rotina do servico, com exames laboratoriais e avaliagdo cardio-
anestésica do risco cirurgico para a realizagdo da bidpsia transretal, quando
indicada.

Os raios-x da bacia, coluna lombo-sacral, fémures ou a cintilografia 6ssea
pelo Tecnécio (Radioisétopos) foram realizados naqueles com PSA maior ou igual

10 ng/mL no sangue e nos com dor dssea, independente do nivel PSA.
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Critérios de exclusao: pacientes com historia prévia de irradiagao pélvica ou

outro tratamento prévio para cancer de prostata, evidéncia de infecgao urinaria nos
ultimos trés meses; uroanalise e/ou cultura de urina alterados na avaliagao inicial;
febre de origem néo definida; instrumentagdo endoscdpica urinaria nas ultimas duas
semanas; portadores de proteses em geral; portadores de doengas valvulares;
vigéncia de antibioticoterapia e pacientes em profilaxia para endocardite bacteriana;

pacientes em uso de cateter vesical de demora.

3.4 MATERIAL

Os pacientes com suspeita de cancer de Prostata foram submetidos a bidpsia
de prostata via transretal para analise patoldgica dos fragmentos obtidos e analise
da expresséao do LSP1.

Foi empregada antibidtico-profilaxia (ciprofloxacina 500 mg via oral a cada 12
h. durante sete dias). A biépsia foi guiada ou n&o por ultra-som transretal, utilizando-
se o conjunto de pistola automatica e agulha (BARD - 18 G. x 20 cm, referéncia MC
1820). Procurou-se, de rotina, retirar, no minimo, 12 fragmentos, seis do lobo direito
e seis do lobo esquerdo.

No ultra-som a inclusdo das areas suspeitas na biépsia foi a rotina. O
aparelho utilizado foi o Aloka SSD — 2000 Multiview™, utilizando transdutor
transretal 7,5MHz/60deg./40mmR UST-9101-7,5.

3.5 INTERVENGAO - Procedimento

Avaliagao clinica
Para os pacientes com menos de trinta anos do grupo controle, foi realizada
apenas avaliagao clinica geral com questionario e exame fisico. Em seguida foram

coletadas amostras de sangue periférico para analise da expresséo do LSP1.
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Os demais pacientes candidatos ao rastreamento de HPB e cancer de
préstata ingressaram no hospital pela manha e passaram por uma primeira etapa de
avaliacdo em nivel ambulatorial, constituida também de histéria e exame clinico,
incluindo questionario especifico e detalhado de sinais e sintomas, antecedentes
clinicos, medica¢gdes em uso, cirurgias prévias, exame fisico e toque digital retal. A
confirmacdo de estado febril foi considerada quando temperatura axilar fosse
superior a 37,5°C.

Foi também realizada avaliagdo laboratorial, incluindo dosagem de Antigeno
Prostatico Especifico (PSA) no sangue, coleta de sangue para dosagem de LSP1,
uroanalise e cultura de urina.

Todas as amostras de urina foram semeadas nos meios de cultura: agar
sangue e agar Mac Conkey ou agar eosina azul de metileno. Considerou-se infecgéo
do trato urinario o crescimento de 10° coldnias ou mais/ml. ou formac&o de coldnias
entre 10° e 10° coldnias/ml (FONG et al, 1991).

Ap0ds preencherem os critérios de inclusdo e exclusao do estudo, os pacientes
retornaram ao setor de Urologia onde era agendada a biopsia transretal. Nesse
momento, eram explicados aos pacientes todos os detalhes, riscos e beneficios do
procedimento. Eles somente eram submetidos a bidpsia mediante consentir e
permitir realizar procedimentos cirurgicos (termo de consentimento em anexo ).

Todos os pacientes do grupo controle e os demais com critérios de inclusao
para o estudo concordaram em participar e assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido deste estudo, aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa (CEP), da
UFU.

Biopsias transretais

As biopsias foram realizadas no Centro Cirurgico, pelos médicos do Servigo
de Urologia do HC, UFU. O paciente era sempre posicionado em litotomia classica,
sendo realizada anestesia local com gel de Lidocaina a 2%.

O procedimento foi sempre realizado por via transretal, e os pacientes

iniciavam o uso do antibidtico 24 horas antes da bidpsia. Foram retirados, pelo
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menos, seis fragmentos de cada lobo prostatico, sendo estes acondicionados em 2
frascos com formol a 10% e enviados para estudo anatomo-patoldgico.

Posteriormente, e ja com o diagndstico final de anatomia patoldgica, os
pacientes eram encaminhados para o tratamento cirurgico definitivo. Respeitando a
técnica e as indicagbes de cada patologia urolégica individualmente. Ou seja,
prostatectomia radical, para o cancer de prostata, e prostatectomia transvesical ou
ressecg¢ao endoscopica da prostata, para hiperplasia prostatica benigna.

Para estudo em tecidos, as pegas cirurgicas foram analisadas a fresco em
cortes finos e confirmada a presenca de HPB ou cancer de prostata. Apds isto,
fragmentos de tecidos foram imersos em tampéo PBS e imediatamente processados

para a extracdo do RNA total e analise do LSP1.

Estudo de anatomia patoldgica

A analise final de anatomia patologica das bidpsias e das pegas cirurgicas foi
considerada “Gold Standard” no diagndstico das patologias prostaticas. As laminas
dos exames e pecgas foram analisadas pelos médicos do Departamento de Patologia
do HC da UFU, sem conhecimento do quadro clinico ou dos valores de PSA dos
pacientes.

Nos casos de cancer prostatico, o grau tumoral foi definido de acordo com a
escala de Gleason (1997, anexo |V), e o estadio clinico de acordo com a
classificagdo TNM 92 (anexo lll), estabelecida pela Unido Internacional Contra o
Cancer — 1992 (SCHRODER et al 1992).

Coleta de amostras e extragcao de RNA

As amostras de sangue foram coletadas em cinco tubos tipo vacutainer™
contendo K;EDTA 7,2 mg. Apds a coleta, trés tubos foram levados para o
Laboratério de Genética Molecular, INGEB/UFU, e armazenados a 4°C para

posterior processamento e extragcao de RNA.
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Outros dois tubos foram encaminhados para o laboratério de analises clinicas
do HC da UFU onde se utilizou o kit de dosagem quantitativo do PSA IMMULITE, de
acordo com as instru¢des do fabricante , com valor normal entre 0 e 4,0 ng/mL, para
o PSA total.

O RNA total foi extraido segundo procedimentos descritos por Chomczynski
and Sacchi (1987), com algumas modificagdes (anexo II).

O padrao do RNA foi verificado em gel de agarose 2% por 50 minutos a 110
volts em tampao TBE (450 mM de Tris, 450 mM de acido bérico, 10 mM EDTA, pH
8,0) 0,5X, corado com 0,5 mg/ ml de brometo de etidio e, em seguida, visualizado no
sistema de videodocumentagcdo /mage Master - VDS (Amersham Biosciences). A
quantificacdo do RNA foi realizada em espectrofotdbmetro Ultrospech 1000 de luz
ultravioleta (Amersham Biosciences) a um comprimento de onda de 260 nm. A
qualidade do RNA extraido foi também verificada por meio da relagdo entre as
leituras espectrofotométricas 260/280 nm. Em seguida, o material foi armazenado a -
80°C.

RT (Transcrigao Reversa)

A transcri¢ao reversa foi realizada para cada amostra, utilizando 2 uyg de RNA
total, 10 U de inibidor de RNase (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Amersham
Biosciences), 1X de Tampdo da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 uM de
dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 pmoles de oligonucleotideos hexameros
como primers randémicos. O volume final de cada reagao foi completado para 20 pl
com agua tratada com DEPC. A solugao foi incubada em termociclador PTC-100 (MJ
Research Inc.) a 37°C por 1 hora e aquecida a 95°C por 5 minutos para
desnaturacdo do hibrido RNA-cDNA e também, para inativagdo da enzima MMLV-
RT. Reacbes controle foram realizadas para a verificacdo de possiveis

contaminantes exdégenos. O cDNA foi estocado a -20°C para posterior amplificacao.
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PCR Multiplex Semi-quantitativa

O produto da transcrigao reversa (cDNA) foi co-amplificado, em duplicata para
cada amostra, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em termociclador
PTC-100 (MJ Research, Inc.), utilizando-se dois diferentes pares de primers, um
desenhado para hibridar com o gene LSP1 e o outro com o gene constitutivo, que
codifica para a B-2-microglobulina (B2M), que foi usado como controle interno da
reacao para caracterizar a qualidade do RNA e normalizar os niveis de expressao do
gene alvo.

Os primers para o gene LSP1 foram desenhados empregando-se o software
Primer Designer, versdo 2.0 e do software Oligotech, versédo 1.0. As sequéncias s&o
as seqguintes: senso: 5-GAGAAGGTGCTTGTGGAAGG-3' e reverso: 5'-
AAGGGCAGAGAGGCTAAAGG-3'.

Os primers para o gene B2M, anteriormente, descritos por Bussemakers et al.
(1999), contém as seguintes sequéncias: senso: 5-ACG AGA GAA TGG AAA GTC
AAA-3’, reverso: 5-TGT TGA TGT TGG ATA AGA GAA-3'.

Em fases de otimizacdo, a PCR foi realizada para cada gene separadamente,
com o intuito de verificar o nivel de competicdo entre os pares de primers.

Para a realizacdo das analises semi-quantitativas, foi também necessaria a
determinacdo do numero ideal de ciclos de PCR, para que a co-amplificacao
estivesse na fase exponencial e nao na fase de platd. Para isso, foram efetuadas
reacoes de PCR com 18,21,24 e 27 ciclos nas amostras de sangue (Quadro I).

Quadro |: Reacdes de PCR com 18,21,24 e 27 ciclos nas amostras de

sangue

8
O 140000
4 e 9
w 4 ’
W 120000
g 100000 -
(18
8 80000 - —e—B2M
8 60000 - / LSP
a8
2 40000 -
a
@ 20000 |
=
E O > T T T

18 21 24 27

N° DE CICLOS DA PCR
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Nas amostras de tecido, foram feitas reacbées de PCR com 18,21,24 e 27
ciclos para o gene B2M e com 27,30,33 e 36 ciclos para o gene LSP1 (Quadros Il e
lll) .O ciclo térmico constituiu-se de uma desnaturacao inicial de 95°C por 4 min,
seguida de ciclos a 94°C por 40 s, 59°C por 40 s e 72°C por 50 s. Os tubos foram,
gradativamente, retirados a cada ciclo de interesse e, terminado o ultimo ciclo, todos
os tubos foram recolocados no termociclador para uma extensao final a 72°C por 5
min.

Quadro II: Reac¢des de PCR com 18,21,24 e 27 ciclos para o gene B2M

25000 -
20000 -
15000 -

10000 |

5000 -

INTENSIDADE DOS
FRAGMENTOS

18 21 24 27
N° DE CICLOS DA PCR

Quadro lll: Reagdes de PCR com 27,30,33 e 36 ciclos para o gene LSP1

50000 -
40000 -
30000 - o

LSP
20000 -

INTENSIDADE DOS
FRAGMENTOS

10000 -

27 30 33 36
N° DE CICLOS DA PCR

Foram feitas reacdes separadas para o gene LSP1 e B2M no sangue € no

tecido.
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Para o LSP1 no sangue: foram utilizados em cada reagédo de PCR, 2 uL de
cada cDNA sintetizados na transcricdo reversa. Estes foram adicionados como
molde até um volume final de 25 pL, contendo 200 uM de dNTPs; 3 pmoles de cada
primer LSP1; 2,0 mM de MgCl,, 1 U de Taq DNA polimerase e 1X do tamp&o da
Taq (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI, pH 8,3). O volume final foi completado com agua
ultrapura.

No tecido: foram utilizados 4 yL de cada cDNA sintetizados na transcrigao
reversa. Estes foram adicionados como molde em um volume final de 25 pL
contendo 200 uM de dNTPs; 5 pmoles de cada primer LSP1; 2,0 mM de MgCl,, 1 U
de Taq DNA polimerase e 1X do tampao da Taq (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI, pH
8,3). O volume final foi completado com agua ultrapura.

Para o B2M no sangue, foi utilizado em cada reagdo de PCR, 2 yL de cada
cDNA, sintetizados na transcrigédo reversa. Estes foram adicionados como molde em
um volume final de 20 uL contendo 200 uM de dNTPs; 5 pmoles de cada primer
B2M; 2,0 mM de MgCl,, 1 U de Taq DNA polimerase e 1X do tampéao da Taq (50
mM KCI; 10 mM Tris-HCI, pH 8,3). O volume final foi completado com agua
ultrapura. No tecido, foram utilizados 2 uL de cada cDNA, sintetizados na transcrigdo
reversa, sendo adicionados como molde em um volume final de 20 yLcontendo 200
MM de dNTPs; 5 pmoles de cada primer B2M ; 2,0 mM de MgCl,, 1 U de Taq DNA
polimerase e 1X do tampao da Taq (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI, pH 8,3). O volume
final foi completado com agua ultrapura.

Para cada 10 yL do produto amplificado, foram adicionados 2 uL loading dye
(12,5 mg de azul de xileno cianol; 4,0 g de sacarose e 5,0 mL de agua) e, em
seguida, foram analisados, por eletroforese, em gel de agarose 2% por 50 minutos a
110 volts em tampao TBE 0,5X (450 mM de Tris, 450 mM de acido bérico, 10 mM
EDTA, pH 8,0). Os géis foram corados com 0,5 mg/mL de brometo de etidio e,
posteriormente, visualizados e fotografados pelo sistema de video documentagao
Image Master - VDS (Amersham Biosciences). O fragmento esperado para o
gene LSP1 é de 238 pb.
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Analise por Densitometria Optica

Os produtos de amplificagdo obtidos com base nas amostras de
adenocarcinoma e de HPB, tanto para o gene LSP1 como para o gene B2M, foram
analisados e quantificados quanto as suas densidades o6ticas no programa /mage
Master VDS Software, verséo 2.0 e as leituras foram submetidas a razdo de RNAm
LSP1 / RNAm -2-microglobulina para se obter a abundancia relativa do gene LSP1

nas amostras analisadas.

Local dos exames

Os exames laboratoriais, radioldgicos, anatomo-patologicos e moleculares
(RT-PCR semi-quantitativa) foram realizados respectivamente por: Laboratério de
Analises Clinicas, Departamento de Radiologia, Departamento de Patologia e
Laboratério de Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica, da UFU,
de maneira cega, com metodologias e técnicas habituais.

Os exames de Medicina Nuclear, quando necessarios, foram realizados em

instituicées privadas.

Aprovacgao no CEP

Este projeto faz parte de linha de pesquisa sobre marcadores moleculares no
cancer de proéstata, do Laboratério de Genética Molecular do Instituto de Genética e
Bioquimica da UFU. Foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa desta
Universidade sob n° 05/2001 e segue normas do Cédigo Brasileiro de Etica Médica,
do Ministério de Saude (MS) em Conselho Nacional de Saude (CNS), n° 156/96.
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Dentre os primeiros setenta e cinco pacientes consecutivos, foram definidos

trés grupos de estudo. Sendo um grupo controle e outros dois conforme o

diagnéstico final de anatomia patoldgica (Quadro ). Nos trés grupos, foi analisada a

expressao do LSP1 apenas no sangue periférico. A analise da expressao do LSP1

em amostras de tecidos dos outros vinte e trés pacientes, foi realizada

posteriormente, em uma segunda etapa do estudo.

QUADRO | — Grupos de estudo de acordo com o diagnéstico final do Anatomo-
patologico.
Grupos Diagnéstico do anatomo-patolégico | Numero de pacientes
25
Grupo 1 Controle negativo
26
Grupo 2 Hiperplasia prostatica benigna (HPB)
24
Grupo 3 Cancer de prostata (CAP)

A comparagao entre os grupos de estudo foi realizada de acordo com os

seguintes parametros:

1. ldade;

o & 0N

PSA pré-bidpsia;

Expressao do LSP1 no sangue periférico;

Estadio T (TNM 1992), nos casos de bidpsia com adenocarcinoma;

Escore de Gleason, nos casos de biépsia com adenocarcinoma

A analise da expressdo do LSP1, em tecidos prostaticos de bidpsias, foi

realizada apds essa primeira etapa, para verificar o parametro de expressao

diretamente no tecido prostatico, e sera analisada separadamente.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo software Statistica
versao 5.5A (STATISTICA, 1999). A regressao logistica foi aplicada para os niveis
relativos de mRNA do LSP1, no sangue periférico, para determinar se esse gene é
capaz de discriminar pacientes com cancer de prostata e hiperplasia benigna.
Intervalos foram definidos de acordo com a expressao semi-quantitativa do LSP1
para analise das curvas de tendéncia entre os grupos de estudo. Sendo estes <0.5;
de0.5a1.0e=1.

O odds ratio da concentracdo relativa de mRNA no sangue periférico foi
calculado para determinar a chance de um individuo apresentar HPB e CaP. Os
valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos,

segundo Siegel (1975), Beiguelman (1996), Dowing & Clarck (1998).
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4. RESULTADOS

Os valores referentes as variaveis do estudo foram obtidos por meio de
levantamento de prontuarios dos pacientes; apos os resultados laboratoriais e de

anatomia-patoldgica, e estdo discriminados no Apéndice.

Os resultados serao apresentados de acordo com os critérios definidos na
metodologia do estudo.

Os trés grupos de estudo Hiperplasia Prostatica (HPB), Cancer de
Préstata (CAP) e controle foram comparados entre si de acordo com:

4.1. Idade dos pacientes
Figura |

Idade dos pacientes nos grupos do estudo

Idade

anos Controle Neg. HPB CaP
Grupos
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Conforme a figura I, foi confirmado que a idade (anos) dos pacientes com
HPB e CAP foi estatisticamente semelhante. O grupo controle possuia idades

sempre inferiores a 30 anos como idealizado na metodologia.

4.2. Valores do PSA Pré-Biopsia

Figura ll
Valores do PSA em HPB e CaP
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Observou-se, como mostra a figura Il, que n&o existe diferenca significativa
entre os niveis de PSA pré-bidpsia para os grupos de HPB e CAP. A dosagem né&o
foi realizada no grupo controle, por ndo estar indicada no rastreamento, antes dos 40

anos de idade.
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4.3. Anadlise da expressao do gene LSP1 em sangue periférico

Foto demonstrativa da andlise da expressédo do LSP7 em gel de agarose apoés

extragao por RT-PCR.

M
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FIGURA lll: RT-PCR multiplex semi-quantitativa para analise da expressao do
gene LSP1 em amostras de sangue periférico. A) Em pacientes com cancer de
prostata. B) Em pacientes com hiperplasia prostatica benigna. C) Em pacientes

normais (grupo controle). M — Marcador constitutivo 100 pb.
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Figura IV

Expressao no sangue periférico para os grupos de estudo
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Como mostra a figura IV, apesar de o LSP1 nao ser especifico para uma
s6 patologia, existe diferenca estatisticamente significante, quando se comparam
os intervalos de expressao dentre os grupos do estudo. Foram observados, de
acordo com a curva de tendéncia, valores mais elevados de expressao para
HPB, valores intermediarios para CAP e valores menores para o controle

negativo.

Tabela | — Distribuicdo dos pacientes por intervalo de expressao de acordo
com o grupo de estudo.

Grupos HPB CAP Controle Negativo
=1 13 (50%) 2 (8%) 0
0.5a1.0 11 (42,5%) 19 (79,5%) 6 (24%)
<0.5 2 (7,5%) 3(12,5%) 19 (76%)
Total 26 24 25
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Quando analisada a incidéncia dos intervalos de expressao dentro de cada
grupo independente, notou-se que 76% dos controles negativos apresentam
expressao inferior a 0,5; cerca de 80% dos CAP apresentam expressao
intermediaria entre 0.5 e 1; e metade dos portadores de HPB apresenta

expresséao igual ou superior a 1.0 (Tabela I).

FiguraV

Distribui¢cao dos pacientes (N) conforme a expressao no sangue

ZHPB
HECaP
O Normal

21 0.5a1 <05
Expressao

Quando analisada a incidéncia relativa por patologia dentro de cada
intervalo de expressédo, observou-se a chance de cada patologia incidir,
considerando-se o intervalo de expressao como fator determinante. A figura V
descreve a amostra em valores absolutos por numero de pacientes e a figura VI

em valores percentuais.




Incidéncia das patologias conforme a expressao no sangue

Figura VI
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No intervalo de expressao = 1, a incidéncia de HPB foi de 86%. Pacientes

com expressao < 0.5 eram normais em 79% das vezes (Tabela Il).

Para pacientes com intervalo de expressao entre 05 e 1.0, notaram-se
53% de CAP; 31% de HPB e 16% normais (Tabela II).

Tabela Il — Distribuigdo dos pacientes por patologia de acordo com o
intervalo de expressao semi-quantitativa do LSP7 no sangue.

Intervalos 21 0.5a1.0 <0.5
HPB 13 (86,5%) 11 (31%) 2 (8,5%)
CAP 2 (13,5%) 9 (53%) 3 (13%)
Normal (Controle negativo) 0 6 (16%) 19 (79,5%)
Total 15 36 24
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Foi, entédo, realizada analise por meio de regresséo logistica, para avaliar a
capacidade de discriminagdao entre hiperplasia benigna, cancer de préstata, e
pacientes normais, considerando apenas a amplificagdo do marcador LSP71 em
sangue periférico e calculo do odds ratio. Foi demonstrado como significativo o

método em questdo para intervalos superiores ou iguais a 1 e inferiores a 0.5.

Tabela Ill — Calculo do “odds ratio” para os niveis de expressao do gene
LSP1 =1, por regressao logistica.
Constante BO LSP1 Sangue
Parametros 2,445 63,964
Odds ratio 11.0

IC=0,95; p=0,0021
Quando aplicado o teste estatistico de odds ratio, observou-se uma chance 11
vezes maior do paciente ter HPB em relacdo a CAP, quando analisado o intervalo de
expressao = 1 como fator determinante isolado. Da mesma forma, para intervalo de
expressao < 0.5, existe uma chance nove vezes maior de o paciente ser normal em

relagcédo a HPB e cinco vezes maior em relagdo ao CAP.

4.4. Estadio T (TNM 1992), e escore de Gleason nos casos de bidpsia

com adenocarcinoma

Como demonstrado a seguir nas figuras VIl e VIII, os intervalos de expressé&o
do LSP1 néo diferiram entre os estadios T (TNM) ou mesmo nos diferentes graus de
Gleason. Portanto, ndo representam expressao de alteragbes de agressividade ou
mesmo alteragdes de estadio tumorais. Independentemente do estagio ou grau de
diferenciagdo tumoral, os niveis de expressdo mantiveram-se dentro do mesmo

intervalo.
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Figura VIl
Estadio T (TNM) e expressao no sangue de pacientes com CaP
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4.5. Analise da expressao do gene LSP1 em tecidos prostaticos

Segunda etapa de analise em vinte e trés pacientes distintos.

Figura IX
Expressao do gene LSP1 em tecidos de HPB e CaP
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Os resultados obtidos em analise de amostras de tecidos demonstraram um
comportamento semelhante ao padrao observado para HPB, no sangue periférico.
Contudo um padrao diferente para CAP, que apresentou maior expressiao no
intervalo 21.0 em comparacgado ao sangue periférico. Nenhum paciente apresentou
expressao inferior a 0.5 (Figura I1X).

Desta forma, em amostras de tecidos prostaticos, a expressao do gene LSP1
pouco diferiu entre os grupos de HPB e CAP para valores superiores a 1.0. O cancer

de préstata continua a ser mais expresso no intervalo de 0.5 a 1.0 (Figura X).
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Figura X

Incidéncia de HPB e CAP em tecidos prostaticos
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Como demonstrado pela figura X, a incidéncia de cancer de prostata para
expressdes teciduais do LSP1 superiores a 1.0, foi maior que aquela observada no

sangue periférico.
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5. DISCUSSAO

O cancer de proéstata permanece como um desafio importante para o médico
e para o pesquisador. Trata-se do tumor maligno mais frequente e mais estudado no
homem. A hipertrofia prostatica benigna representa a patologia benigna mais
frequente da préstata. Com prognédsticos diferentes e complicagbes sérias, essas
patologias incidem na mesma faixa etaria e podem passar despercebidas por varios
anos. Apesar dos esforcos mediante melhorias no diagnostico e tratamento
alcangados na ultima década, a incidéncia dessas duas patologias continua a
aumentar juntamente com a sobrevida global do homem. (BRUNINI et al, 1992;
BOYLE; SEVERI; GILLES, 2003; SCHRODER, 2003).

Atualmente, existe grande dificuldade na diferenciacdo clinica entre a
hiperplasia benigna e o cancer de préstata inicial. Vale enfatizar o grande avango
representado pela introdugdo do PSA na rotina clinica apds a década de 1980, bem
como a melhoria das condi¢gdes de bidpsia transretal, hoje, bastante segura com
indices baixissimos de complicagbes (SCHRODER & KRANSE, 2003; DJAVAN;
REMZI; MARBERGER, 2003).

Nota-se um grande ganho de qualidade e opgbes de tratamento mais
eficientes (KUPELIAN & KLEIN, 2003; LEPOR, 2003). Mesmo assim, ainda existem
varios casos duvidosos, em que o diagnostico seguro ndo pode ser dado mesmo
pela biépsia (DJAVAN; REMZI; MARBERGER, 2003).

Diversas propostas de melhoria no diagndéstico foram introduzidas, como a
relacdo do PSA livre/total, a densidade e velocidade de subida do PSA, a
ressonancia nuclear magnética com estudo metabdlico dirigindo a bidpsia e alguns
outros (DJAVAN et al,. 2000; CANTO; SHARIAT; SLAWIN, 2003; CATALONA et al,
2003; KATTAN & SCARDINO, 2003; D'AMICO et al, 2004). Contudo, ainda temos
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pacientes com PSA bastante alterado e, diversas vezes, com biopsias negativas.
Fato responsavel por grande estresse por parte do paciente e do urologista, que se
vé impotente em dar um diagnéstico final seguro (DJAVAN; REMZI; MARBERGER,
2003).

Apods a conclusdo do programa genoma, bem como o aparecimento de varias
propostas de diagndstico em nivel molecular, um novo campo de estudo se abriu,
pelo qual muitas respostas ainda nao obtidas poderiam ser sanadas (SAIKI et al,
1985; SMITH et al, 1991; MATANO; MOSS; EMERSON, 1992; MORENO et al,
1992; KATTAN & SCARDINO, 2003).

O gene LSP1 foi identificado como responsavel por diversas interacdes
citoplasmaticas em leucécitos humanos (JONGSTRA, TIDMARSH et al. 1988;
KLEIN, JONGSTRA-BILEN et al. 1989; JONGSTRA-BILEN et al, 1999).
Responsavel pela produgdo de uma proteina citoplasmatica de 52kDa com diversas
acdes no sistema imune, sobretudo em células B. (KLEIN, GALEA et al. 1990;
JONGSTRA-BILEN, JANMEY et al. 1992; JONGSTRA, ITTEL et al. 1994;
JONGSTRA-BILEN, WIELOWIEYSKI et al. 1999; WONG, MALAPITAN et al. 2003).

Contudo, somente estudos mais recentes descreveram seu potencial como
marcador em neoplasias do sistema imune. (WONG, MALAPITAN et al. 2003;
MARAFIOTI, JABRI et al. 2003). Ao contrario do que se imaginava inicialmente, o
LSP1 foi identificado em sitios fora dos leucocitos humanos. Ainda que intimamente
relacionados a resposta imune, ele foi descrito no endotélio de capilares sanguineos
e no periténio. (JONGSTRA-BILEN, MISENER et al. 2000; LIU, CARA et al. 2005)

Oliveira Jr. et al. (2003) em estudo inovador, descreveu pela primeira vez a
presenca do LSP1 no sangue periférico de pacientes portadores de HPB e cancer
de préstata. Relatando uma incidéncia maior em pacientes portadores de hipertrofia
benigna. Este estudo foi inicial e ndo avaliou a expressdo em pacientes normais,
mas abriu um novo campo de estudo relacionado ao gene LSP1.

Fato que motivou a realizagdo de estudo mais aprofundado e capaz de
determinar o padrdo de expressdo do LSP7 em hiperplasia prostatica benigna,
cancer de prostata e pacientes normais.

Neste estudo, analisou-se inicialmente, a sua expressdo em sangue

periférico, uma vez que se trata de um gene expresso em células de defesa do
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organismo. Para tanto, levou-se em consideragdo a expressdo em um grupo
controle, formado por individuos saudaveis com menos de trinta anos e que,
portanto, ndo possuiam HPB ou cancer de proéstata. Os resultados mostraram,
claramente, que os niveis de expressdo, nesse grupo, sdo bastante baixos, muitas
vezes, ausentes.

Os pacientes portadores de HPB apresentaram os maiores niveis de
expressao do LSP1. Ja os pacientes portadores de cancer situaram-se, em sua
maioria, em um patamar intermediario de expressao semi-quantitativa. Este achado
sugere que a resposta imune parece atuar de forma mais eficiente em pacientes
com HPB do que em portadores de cancer de prostata.

Apesar dos pacientes do grupo controle ser avaliados clinicamente, a fim de
se definir uma amostra saudavel evitando viés no estudo. E possivel, que algum
paciente pudesse estar passando por um quadro inflamatério ndo detectado.
Podendo representar as poucas alteragdes observadas em expressdao do LSP1
acima de zero. Contudo, vale ressaltar que estes foram poucos casos e sempre com
expressoes inferiores a 1.0.

A homogeneidade dos grupos de HPB e cancer de préstata com relagao a
idade e valores de PSA, sao importantes (figuras | e IlI). Estdo de acordo com a
literatura e ndo poderiam diferir, pois se partiu do pressuposto de que a avaliagao
clinica, por si, ndo seria capaz de diferir os grupos, somente o estudo de anatomia
patoldgica final.

Um fato extremamente interessante foi o comportamento quase antagbnico da
expressao entre pacientes normais e “hiperplasicos”, quando observados os
intervalos de expressao. Muitas vezes, o paciente com hiperplasia prostatica possui
algum grau de prostatite inflamatéria crénica, que também eleva lentamente o PSA
(STAMEY; YANG; HAY, 1987; STAMEY et al, 2004) e pode ser responsavel pelo
achado. Ja o paciente normal néo possui, em teoria, patologia a qual deve combater.

O padrao intermediario de expressao observado no cancer de prostata pode
traduzir uma queda de atividade do sistema imune em sua vigilancia, permitindo a
célula tumoral desenvolver-se.

Esses fatos compdéem um raciocinio légico, mas que necessita de

comprovacgdes. Nao foram estudados pacientes portadores de infecgcbes prostaticas
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agudas ou mesmo pacientes com lesdes cronicas inflamatorias n&do neoplasicas.
Mas, os achados foram estatisticamente significantes.

E sabido que o LSP1 participa da vigilancia imunolégica do organismo,
induzindo apoptose em células do sistema imune que estejam alteradas ou imaturas
(JONGSTRA-BILEN, WIELOWIEYSKI et al. 1999), e que esta bastante expresso em
reagoes inflamatorias. Um passo seguinte seria a realizagao de um novo estudo com
anticorpos monoclonais especificos para analisar a resposta contra o cancer de
prostata.

Quando analisados parametros como estadiamento T (TNM) e escore de
gleason, dentro do grupo de céancer prostatico, observou-se que a expressao do
LSP1 néao reflete maior agressividade celular ou alteragbes de estadio, sugerindo,
mais uma vez, que este nao estaria relacionado de forma especifica com a
neoplasia.

Ao analisar os outros vinte e trés pacientes com amostras de tecidos de pecas
cirargicas, a diferenca de niveis de expressao entre HPB e cancer foi menor dentro
dos intervalos. Ou seja, em pacientes com cancer de préstata, notou-se maior nivel
de expressao no tecido em relagcdo ao sangue. Para hiperplasia o padrdo de
expressao se manteve semelhante entre tecido e sangue. Este achado necessita de
melhor elucidagdo mas, pode representar a falha do organismo em combater a
célula tumoral.

O estudo se deu em duas fases, com amostras de pacientes diferentes para
sangue e tecidos. Apenas seis pacientes obtiveram dosagens simultdneas em
sangue e tecidos. Nestes casos a expressao foi semelhante em ambos. Este fato
ocorreu devido a dificuldade de anadlise e coleta de material (pecas) a fresco. E
também pelo fato de nem todos pacientes serem candidatos a cirurgia. A analise
somente em fragmentos de bidpsias é questionavel uma vez que se pode nao atingir
o tumor e sim uma éarea de hiperplasia no momento da retirada do fragmento.
Portanto, os resultados deverdao ser validados em uma s vez, com amostras de
sangue e tecidos de pacientes operados a fim de confirmar os achados nos te 45
Contudo, os achados iniciais corroboram o raciocinio desenvolvido até o momento.

O gene LSP1 néao é especifico da hiperplasia prostatica benigna ou do cancer

de préstata. Ele esta pouco expresso, mas, presente, mesmo em pacientes normais.
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No entanto, o LSP1 apresenta um padréo nitido e particularizado de expressdo em
cada situacao clinica.

O estudo se propds a definir e elucidar a expressdao desse gene nessas
patologias, confrontando com achados de pacientes normais. Futuros estudos
deverdo elucidar o papel, até aqui promissor, da utilizagdo do gene LSP1 como

auxiliar aos métodos de avaliagao clinica habituais.
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6. CONCLUSOES

Em relagcao a expressao do gene LSP1 em hiperplasia prostatica benigna

e no cancer de prostata, nas condi¢des do presente trabalho, pode-se afirmar

que:

1.

Para niveis de expressdo do LSP1 superiores ou iguais a 1.0 no sangue
periférico, existe uma chance onze vezes maior na incidéncia de
hiperplasia benigna em relagéo ao cancer de prostata.

Para niveis de expressdo do gene LSP1T inferiores a 0.5 no sangue
periférico, existem chances 9 e 5 vezes maiores da presenca de pacientes
normais em relacdo a hiperplasia benigna e céncer de prostata,
respectivamente.

O gene LSP1 nao é especifico para hiperplasia prostatica benigna ou
cancer de prostata. Ele esta pouco expresso, ou ausente em pacientes

normais. Mas, representa um potencial biomarcador auxiliar ao PSA.
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APENDICE |
Resultados obtidos para 75 pacientes em analise de sangue periférico.
Prontuario | Laudo A-P | Grupo | Expressdao | Idade | PSA | Gleason TNM T
LSP1
142973 CaP 3 0.94 75 11.2 6 T3CNOMO 3
814022 CaP 3 0 79 26.8 6 T3NOMO 3
39229 CaP 3 0.53 62 6 6 T1ANOMO 1
385616 CaP 3 0.65 63 6.68 6 T2BNOMO 2
628377 CaP 3 0.89 73 13 6 T1ANOMO 1
877240 CaP 3 0.52 64 5.52 6 T1ANOMO 1
494367 CaP 3 0.87 67 10.8 9 T3CNOMO 3
996872 CaP 3 0.92 57 6.2 6 T2BNOMO 2
1011359 CaP 3 0.85 63 7.9 6 T2CNOMO 2
871745 CaP 3 0 55 3.5 7 T2BNOMO 2
720391 CaP 3 0.7 65 7.9 7 T2CNOMO 2
609744 CaP 3 0.74 58 26 7 T2BNOMO 2
1027720 CaP 3 0.76 61 18 8 T3BNOMO 3
716976 CaP 3 0.63 58 9 7 T3BNOMO 3
929725 CaP 3 0.83 74 10.5 6 T1CNOMO 1
182848 CaP 3 0.65 55 5.6 7 T2CNOMO 2
17291 CaP 3 1.46 57 8.7 7 T3BNOMO 3
268645 CaP 3 0.66 65 10.8 7 T3ANOMO 3
676672 CaP 3 0.62 63 9.3 6 T2BNOMO 2
474312 CaP 3 0.55 64 25 6 T3NOMO 3
250615 CaP 3 1.02 44 12.5 6 T2CNOMO 2
245530 CaP 3 0.57 55 6.7 6 T2BNOMO 2
1030148 CaP 3 0.82 73 10 6 T2ANOMO 2
915057 CaP 3 0 68 11 6 T2CNOMO 2
618827 HPB 2 0.88 60 3.8
507455 HPB 2 1.06 66 30.1
93699 HPB 2 1.02 53 7.5
12741 HPB 2 1.33 57 4.21
987292 HPB 2 1.13 68 8.2
757266 HPB 2 0.58 75 5.2
555084 HPB 2 0.96 61 5.6
375379 HPB 2 1.53 68 5.6
309487 HPB 2 0.69 68 4.5
534369 HPB 2 1.26 51 4.2
306693 HPB 2 1.09 47 2.1
674730 HPB 2 1.07 78 20.2
287011 HPB 2 1.02 59 12
376155 HPB 2 1.22 72 13.21
173642 HPB 2 1 65 14.2
412134 HPB 2 0.66 60 9.8
419508 HPB 2 0.82 51 8.7
274427 HPB 2 0.83 69 16.5
760756 HPB 2 0.7 62 8.4
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Prontuario | Laudo A-P | Grupo | Expressdo | Idade | PSA | Gleason TNM T
LSP1
505286 HPB 2 0 75 20
981010 HPB 2 0.65 69 7.92
350453 HPB 2 0.79 61 15.2
360659 HPB 2 1.06 56 8.5
285871 HPB 2 0.37 82 3.4
219709 HPB 2 1.31 56 7.4
997814 HPB 2 0.84 72 3.2
HAV c.neg 1 0.11 23
MSN c.neg 1 0 27
ICP c.neg 1 0.24 26
RAF c.neg 1 0 22
LMS c.neg 1 0 18
SAP c.neg 1 0 27
MS c.neg 1 0 23
MHS c.neg 1 0 28
NJL c.neg 1 0 27
CAN c.neg 1 0 24
AFA c.neg 1 0 22
FFO c.neg 1 0.49 20
FGLM c.neg 1 0.51 24
EJR c.neg 1 0.47 13
GSDL c.neg 1 0 19
AHS c.neg 1 0 27
DOF c.neg 1 0 22
LVS c.neg 1 0 27
EJTC c.neg 1 0 18
GRP c.neg 1 0 24
728 c.neg 1 0.56 24
280 c.neg 1 0.64 21
460 c.neg 1 0.72 29
501 c.neg 1 0.55 29
196 c.neg 1 0.57 27
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APENDICE I
Resultados obtidos para 23 pacientes em analise de tecidos prostaticos.
Prontuario | Laudo A-P | Grupo | Expressdao | Idade | PSA | Gleason TNM T
LSP1
1817 HPB 2 1.04 72 3.0
761885 HPB 2 0.63 66 10.0
106443 HPB 2 1.11 65 54
456970 HPB 2 1.19 58 3.1
351047 HPB 2 0.87 81 12.0
786307 HPB 2 1.16 56 2.5
172094 HPB 2 1.62 64 3.2
997814 HPB 2 0.84 75 4.5
103768 Cap 3 1.04 65 54 6 T1CNOMO 1
947268 Cap 3 1.63 64 7.5 7 T2NOMO 2
469088 Cap 3 0.5 59 6 7 T2NOMO 2
186024 Cap 3 0.58 78 6.3 6 T2NOMO 2
304288 Cap 3 0.95 72 8.9 5 T3NOMO 3
494577 CaP 3 2.11 68 4.5 6 T1CNOMO 1
507011 CaP 3 0.7 54 8.71 7 T1CNOMO 1
8564 CaP 3 0.89 77 11.1 6 T1CNOMO 1
83012 CaP 3 1.11 49 8.8 7 T1CNOMO 1
628377 CaP 3 0.89 73 13 6 T1ANOMO 1
182848 CaP 3 0.65 55 5.6 7 T2CNOMO 2
17291 CaP 3 1.46 57 8.7 7 T3BNOMO 3
474312 CaP 3 0.55 64 25 6 T3NOMO 3
250615 CaP 3 1.02 44 12.5 6 T2CNOMO 2
245530 CaP 3 0.57 55 6.7 6 T2BNOMO 2




Anexo |
r UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
) 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 Céancer de Proéstata.

O projeto consiste no estudo da Biologia Molecular do Cancer de Préstata.

Para realizagao dos exames laboratoriais, serdo necessarias a coleta de 15 mL
de sangue periférico e bidpsias de tecidos tumorais da préstata. Cabe ressaltar que
todo o material utilizado sera estéril e descartavel, e, no caso das bidpsias, serdao
realizadas juntamente com os procedimentos rotineiros do centro cirurgico do
Hospital de Clinicas, sem qualquer desconforto adicional ao paciente.

O material coletado sera enviado ao laboratério de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia, onde serdo realizados os exames de RNA e
DNA.

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

Espera-se que, com este estudo, seja possivel detectar em que estagio de
desenvolvimento se encontra a doencga no paciente, bem como definir os possiveis
biomarcadores a serem utilizados na detecg¢ao 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 doencga.

Os pacientes e contatos familiares que concordarem em participar da pesquisa
poderdo desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo
proprio.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, Eu,

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

Assinatura

Testemunhas
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Anexo ll: PROTOCOLO PARA EXTRAGCAO DE RNA DE SANGUE PERIFERICO

1- Colocar todo o sangue em um tubo limpo de 15 ml

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

3- Descartar o plasma e deixar no maximo 2,5 ml no tubo

4- Adicionar 9 partes de cloreto de aménio e 1 parte de bicarbonato de amémio
(para 2,5 ml de sangue: 11,25 ml de cloreto e 1,25 ml de bicarbonato (fazer a
solucao antes de adicionar as células)

5- Inverter delicadamente para misturar

6- Incubar em gelo por 10 min.

7- Centrifugar por 15 min. a 3000 rpm a 4°C e desprezar o sobrenadante

8- Adicionar 1 ml de solugédo D

9- Adicionar 7,2 ul de B/2 mercaptoeptanol

10-Agitar levemente e mergulhar em gelo

11-Adicionar 100 ul de acetato de sodio 2M pH=4

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

13-Acrescentar 200 pl de cloroférmio — alcool isoamilico (49:1 — 196 ul
cloroformio : 4 pl isopropanol)

14-Agitar em vortex a suspensédo por 10 s. e distribuir a mistura em microtubos
de 2 ml.

15-Colocar em gelo por 15 min.

16-Centrifugar a amostra por 15 min a 12.000 g. a 4°C.

17-Transferir no maximo 1 ml da fase aquosa para outro microtubo e adicionar 1
ml de alcool isopropilico, mantenha a —20°C overnight

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

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

20-Centrifugar o precipitado a 12.000 por 10 min a 4°C

21-Deixar secar a temperatura ambiente por aproximadamente 30 min e

ressuspender em 50 ul de agua tratada com DEPC



REAGENTES E SOLUGOES PARA O TAMPAO DE LISE CELULAR

Preparo Solugao

Solugao de Trabalho | Estoque de Trabalho
320 mM de Sacarose 100% 43,13 g
10 mM Tris-HCIl pH 7,5 ™ 4,0 mi

5 mM MgCl, 1M 2,0 mi

Triton X-100 100% 4,0 ml

Agua Completar até 400 ml

MASTER MIX *

Preparo Solugao

Solucgao de Trabalho | Estoque de Trabalho
10 mM Tris-HCI pH 7,5 1,0M 2,0 ml
10 mM EDTA 0,5M 4,0 mi
10 mM NaCl 3,0 M 667 ul
0,5 % SDS 10% 10,0 ml
Proteinase K 10 mg/ml **
Agua Completar até 400 ml

* Pode ser armazenado a temperatura ambiente
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** A proteinase K é adicionada na hora do uso, e assim que manipulada, deve ser

recongelada a -20°C rapidamente

REAGENTES PARA PREPARACAO DA SOLUGAO D

Reagente

Solugao de Trabalho

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

Sarcosil 10%
Agua DEPC

50 g
3,52 ml
5,3 ml

58,6 ml
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Anexo lll: ESTADIAMENTO DOS ADENOCARCINOMAS DA PROSTATA,
CLASSIFICACAO DE WHITMORE-JEWETT E TNM 1992

WHITMORE-JEWETT

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

A Tumor nao palpavel no toque retal

A1 Tumor nao palpavel ocupando <5 % da
préstata

A2 Tumor nao palpavel ocupando > 5 % da
prostata

B1 Nodulo < 1,5 cm em um lobo prostatico

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

C1 Extensao peri prostatica minima (sulcos)

C2 Invasiao da base das vesiculas seminais
com ou sem invasao dos sulcos

C3 Invasdo da base das vesiculas seminais
com ou sem a invasdo de outros 6rgaos
adjacentes

pTx Tumor ndo avaliado

pTo Sem evidéncia de tumor

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

pT1a Tumor incidental ocupando < 5 % do
tecido ressecado

pT1b Tumor incidental ocupando > 5 % do

tecido ressecado

Tumor nao palpavel ou visivel por

imagem, diagnosticado por bidpsia com

agulha em um ou ambos os lobos, em

pacientes com PSA sanguineo elevado

pT2 Tumor limitado a glandula

pT2a Até metade de um lobo ou menos

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

pT2c Comprometimento dos dois lobos

pT3 Tumor vai além da capsula prostatica

pT3a Extensdo extra capsular unilateral

pT3b Extenséo extra capsular bilateral

pT3c Tumor invade vesicula seminal

pTic

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

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

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

D1 Metastases em linfonodos pélvicos

pNXx
pNo
pN1
pN2
pN3

Linfonodos regionais nao avaliados
Sem metastases ganglionares

Um linfonodo envolvido <2 cm

Um linfonodo >2 <5 e/ou multiplos <5cm
Linfonodos envolvidos > 5 cm

Do Metastases nao identificadas
D2 Metastases a distancia

D3 Resistente ao tratamento hormonal

Metastases ndo avaliadas
pMo Sem metastases a distancia
pM1 Metastases presentes

pM1a Linfonodo(s) nao regional(is)
pM1b Osso(s)

pM1c Outras localizagdes

pMx
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SISTEMA DE GRADAGAO HISTOLOGICO DE GLEASON

Escala de Gleason GLANDULA
MARGENS Padréo Glandular Tamanho Distribuicéo
[olo) {
ool S, CLEASONL g Simples
08 R 08 1 definida Separadas Médio Pacote fechado
Redondas
Menos Slmplesd- Szparadas Pequeno |  Espacamento médio de
definida Redondas Medio um didmetro glandular
Mais Variadas Grande
Simples, separadas, mais Espagamento médio de mais
Irregular irregular Pequeno de um diametro glandular.
Infiltrada N_Ia;sas epiteliais r_edondas Raramente em pacotes.
cribiformes ou papilar Massas arredon- dadas ¢/
Irregular Massis gc:‘f"gd”'ares b Massas epiteliais
Infiltrada unaidas equeno 4sicas i
do tipo hipernefréide anaplésicas irregulares
Poucos e pequenos limens .
I\(Ia_l envolvidos por massa Pequeno Massas clirf egulares
definida epitelial sélida as vezes Ou cordoes com
= . R com necrose central contornos pouco
Padrdes Anatomopatologicos definidos
Adenocarcinoma da Pristata
Fonte: Gleason (1977).2 a 4 Diferenciado. 5 6 e 7 Moderadamente Dif. 8 a 10 Indif.

* Como os adenocarcinomas da prostata apresentam mais de um padrao
histoloégico, o diagndstico final na escala Gleason é dado pela soma dos graus do
padrdo primario (predominante) e do padréao secundario (segunda menor area
representada) (Stamey; McNeal 1992; Isaacs, 1997; Srougi, 1998).
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