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RESUMO

O céancer de prostata € o segundo tipo de neoplasia mais frequente
diagnosticada entre os homens, principalmente acima dos 50 anos de idade. Possui
potencial metastatico especialmente para 0s 0ssos e para 0 cérebro. Os
mecanismos oncogénicos envolvidos na progressao do cancer de prostata sdo ainda
pouco conhecidos e controversos. Biomarcadores como o antigeno prostatico
especifico, apresentam diversas ambigilidades e sua utilizacdo € motivo de
discussdes controversas na literatura. E de consenso que para o cancer de préstata,
assim como em outros tipos de carcinomas, é importante conhecer 0s mecanismos
moleculares da doenca para futura utlizagdo de novos biomarcadores mais
especificos no prognadstico, diagndstico e tratamento. Em virtude disso iniciamos o
estudo de expressdo de genes que expressam quiescinas, a QSCN6 (Q6) e a
QSCN6L1 (Q10) devido a estudos preliminares mostrando seu envolvimento em
cancer de mama e neuroblastomas, respectivamente. Além disso, constatou-se que
esses genes possuem ilhas de CpG na regido promotora, sugerindo provavel
regulacdo da expressao por metilacdo. Essa abordagem conhecida amplamente na
epigenética tem se mostrado como linha emergente de estudo nos ultimos anos e
tem revelado novos genes supressores tumorais e oncogenes de grande utilidade
em diversos estudos. Nesse trabalho, portanto, como estudo preliminar, avaliou-se o
perfil de expressédo dos genes Q6 e Q10 em linhagens tumorais de prostata PC3 e
DU145. Para tanto, foi efetuado o cultivo destas linhagens e também da linhagem
tumoral de mama, HB4a, utilizada como controle. Posteriormente, foi realizada a
extracdo do RNA para a sintese de cDNA, o qual foi utilizado como template para
reacoes de PCR para transcricdo reversa. Concluimos que ha regulacdo da

expressao do gene Q6 em ambas linhagens de estudo.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Céancer de prostata

O tema de estudo escolhido para este trabalho, consiste em um dos grandes
males da humanidade, o cancer. Esta doenga com suas variagoes e especificidades
caracteristicas € responsavel pelo segundo maior nimero de 6bitos no mundo, atras
apenas das doencas cardiacas.

Estimou-se um numero superior a 47 mil casos de cancer de préstata (CaP)
para o Brasil em 2006 correspondendo a um risco estimado de 51 novos casos a
cada 100 mil homens. Tal ocorréncia foi mais frequente nas regides sul e sudeste
apresentando o risco estimado de 68/100.000 e 63/100.000 respectivamente (fonte:
http://www. inca.gov.br).

Frente a estas proporcoes, tal patologia corresponde ao segundo tipo de
cancer mais frequiente entre os homens e a quarta causa de morte por neoplasias no
Brasil (fonte: http://www.inca.gov.br). Esta doenca possui um potencial metastatico
0sseo, podendo também comprometer o tecido cerebral;, com uma consequente
disseminagdo para locais secundarios, representando uma alta mortalidade com
diversas complicagdes, incluindo fraturas e compressdes espinhais (HAMDY, 2001).
Entre os multiprocessos que desencadeiam a alta tumorigénese do cancer de
prostata estd o seu fendtipo androgénio independente interligado as alteracdes

genéticas intrinsecas.

1.1.1. Anatomia da glandula prostatica

A préstata apresenta-se como uma glandula compacta sem distin¢ao lobular.
Possui dimensdes aproximadas em homem adulto de 4 cm x 2,5 cm e pesa
aproximadamente 20 g. A glandula normal exibe uma distincdo anatdbmica que, em
geral, € descrita em trés zonas: central (a porcdo que acompanha os ductos
ejaculadores), de transicdo (regido da uretra proximal) e uma zona externa ou
periférica (envolve a uretra distal que corresponde a regido apical da prostata),
constituindo uma arvore distinta de septos e ductos (Figura 1) (CUNHA et al., 2004).

Morfologicamente é formada por células cubicas e/ou cilindricas altas (BOGLIOLO,
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2000), com nucleos basais e citoplasma que por imuno-histoquimica, caracteriza
uma forte positividade para o antigeno prostatico especifico (PSA). Abaixo desta,
ocorrem células basais com funcao de reserva e secrecao (KUMAR et al., 1999).

A prostata esta sob influéncia hormonal, sendo o hormdnio luteinizante (LH)
responsavel pela estimulacdo das células de Leiding testiculares a produzirem
testosterona, responsavel pela libido e poténcia sexual (BOGLIOLO, 2000). Os
efeitos androgénicos no desenvolvimento da préostata sdo mediados através de uma
via de receptores (AR) no contexto das interacdes mesénquima/epitélio. Durante o
desenvolvimento pré-natal, tal via AR é inicialmente detectada no mesénquima
urogenital e de acordo com Cunha et al (2004) esta via € indetectavel no epitélio
prostatico ndo participando portanto, da resposta. Esta via androgénica é
imprescindivel na manutencdo do epitélio prostatico de um individuo adulto e sua

privacdo, como por castracao por exemplo, levam a apoptose celular.

Figura 1- Glandula prostatica normal. A gravura a direita representa um corte
transversal mostrando a disposicdo concéntrica das glandulas da mucosa,
submucosa e externas. A glandula prostéatica apresenta-se dividida em regido
central, externa e de transicdo, sendo esta a regido mais frequentemente
atingida pelo adenocarcinoma de prostata.

Glandulas mucosas

Vasos periprostaticos Lobo anterior
\“\

Glandulas

. submuco
Uretra Glandulas bgs

principais

Lobo médio

Lobo posterior Lobo lateral direito

Fonte: BOGLIOLO, 2000.
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1.1.2. Carcinoma prostéatico

Os mecanismos moleculares envolvidos na oncogénese e progressao do
cancer de prostata ainda sdo pouco esclarecidos. Os tumores variam de formas
brandas, com evolugdo lenta a até formas extremamente agressivas e de
crescimento rapido (FERREIRA et al., 2004). Estas alteracdes incluem a ativacédo de
oncogenes e a perda de genes supressores de tumor, que regulam a proliferacéo e
apoptose celular (ZENG et al., 2005).

Adenocarcinomas (cancer maligno glandular) geralmente se apresentam na
zona externa enquanto a hiperplasia benigna da prostata (BPH) ocorre mais
freqientemente na zona de transicdo (CUNHA et al.,, 2004). Na zona central
raramente ha ocorréncia do cancer, apesar de ser invadida, ndo raramente por
tumores volumosos (STEVENS, 1998). A glandula e sua localizagdo anatdémica pode

ser visualizada na Figura 2 .

Figura 2- Desenho esquemético da préstata normal e a glandula com
hiperplasia benigna da préstata (BPH). A préstata normal ndo bloqueia o fluxo
de urina ou comprime a bexiga, ao contrario da préstata alargada, que
pressiona a bexiga e a uretra, bloqueando o fluxo da urina.

FONTE: http://www.upmccancercenters.com/pdqg_xml/cancer.cfm?id=113
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1.1.3. Etiologia

Fatores de risco podem ser determinantes na ocorréncia de canceres. Para o
cancer de préstata podemos enumera-los a seguir:

Tabelal- Fatores de progndstico no cancer de prostata. A tabela a seguir
aponta os fatores que predispdem ao cancer de prostata. Tais fatores estédo
interligados, mas apenas por uma questado didatica, aqui eles se apresentam
de maneira separada.

Fator Caracteristica

Idade Associado tanto ao carcinoma clinico quanto ao histolégico. A idade é
um fator de risco importante, ganhando um significado especial no
cancer da prostata, uma vez que tanto a incidéncia quanto a

mortalidade aumentam exponencialmente ap6s os 50 anos de idade.

Etnia O carcinoma de préstata € mais frequiente em negroides em relagcéo

aos caucasoides.

Fatores Caracterizado como uma heranca autossémica dominante. Historico
genéticos | familiar de pai ou irméao com cancer da préstata pode aumentar o risco
de 3 a 10 vezes em relacdo a populacdo em geral, podendo refletir
tanto fatores hereditarios quanto habitos alimentares ou estilo de vida

de risco de algumas familias.

Hormonios | Androgenos s&do necessarios para o desenvolvimento normal da
prostata. Individuos castrados tém possibilidade minima de
desenvolverem o cancer. Desconhece-se, no entanto, o papel exato
na carcinogénese prostatica, no entanto, sabe-se que a medida em
gue os niveis de testosterona diminuem, a incidéncia do cancer de

préstata aumenta.

Dieta A influéncia que a dieta pode exercer sobre a génese do cancer ainda
€ incerta, ndo sendo conhecidos 0s exatos componentes ou atraves
de quais mecanismos estes poderiam estar influenciando o
desenvolvimento do cancer da préstata. Contudo, ja esta comprovado
gue uma dieta rica em frutas, verduras, legumes, graos e cereais
integrais, e com menor teor de lipidios, principalmente as de origem

animal contribuem para uma vida saudavel.

Fonte: Adaptada de BOGLIOLO, 2000 & INCA, 2002.
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1.1.4. Aspectos clinicos

A graduacdo histolégica para diferenciacdo do cancer de préstata é
determinada por uma escala designada de escore de Gleason. A partir desta,
considera-se que quanto mais diferente estiver a célula cancerosa em relacdo as
células normais, mais agressivo se apresentara o tumor e mais rapida sera sua
disseminacéo (TRUE et al., 2006). Essa escala vai do grau 1 ao 5 em complexidade,
como segue:

e Grau 1: as células prostaticas apresentam-se uniformes, densamente
agrupadas, com bordos bem definidos e com pouco estroma entre si.

e Grau 2: as células variam em tamanho e forma, com glandulas uniformes,
frouxamente agrupadas e com bordos irregulares.

e Grau 3: as células podem variar em tamanho e forma , sendo muito pequenas
individualizadas ou espalhadas pelo estroma; ou fusiformes com bordas lisas.

e Grau 4: muitas células da préstata estdo fusionadas, com glandulas
irregulares distribuidas anarquicamente, infiltracdo e invasdo de tecidos
adjacentes.

e Grau 5: tumor anaplasico. A maioria das células esta agrupada em grandes
massas gue invadem os 6rgaos e tecidos vizinhos. A massa de células pode

exibir necrose central. Pode n&o haver diferenciacédo glandular (INCA, 2002).

A retencdo urindria, pela compressao da uretra, € um sintoma importante pois
este € 0 motivo da busca por um diagnéstico. Entretanto, quando esse sintoma
ocorre 0 cancer pode estar em estagio clinico avancado e com consequente
pequena sobrevida. Este sintoma também pode ocorrer na BHP, sendo portanto
bastante controverso tanto os achados clinicos quanto os laboratoriais relacionados

a analise dos niveis de PSA.

1.1.5. Diagndéstico e tratamento

A deteccdo molecular das células tumorais circulantes e micrometastases
surgem como marcadores do progndstico para o cancer de préstata. A deteccdo de
células malignas circulantes vem sendo feita através da técnica altamente sensivel

de reacdo em cadeia pela polimerase, ap0s transcricdo reversa do mRNA para
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cDNA (RT-PCR). Estes ensaios sdo, em grande maioria, dirigidos contra marcadores
teciduais especificos da prostata.

Segundo a revisdo de Hamdy (2001), a auséncia de terapias capazes de
curar este cancer torna seu diagnostico precoce muito importante. O Exame Digital
do Reto (DRE) ainda é de grande eficacia, mesmo em fases iniciais, no entanto,
somente as porcBes posterior e lateral da prostata podem ser apalpadas,
alcangcando apenas metade dos tumores, sem diminuir, no entanto, sua
especificidade que pode chegar a 68% (INCA, 2002).

Outras ferramentas utilizadas incluem a bidpsia, orientada pelo uso do
Ultrassom Transretal da Proéstata (TRUS), que permite determinar o volume
prostatico e a extensao local da doenca, a andlise dos niveis do antigeno prostatico
especifico (PSA) e o escore de Gleason, comentado anteriormente (item 1.1.5.
Aspectos clinicos) (ROBBINS, 1996).

O PSA é produzido pelas células epiteliais e pelo ducto da glandula
prostética, sendo secretado para a liqiefacdo do codgulo seminal que adiciona ao
esperma mobilidade e cria condicdes que levam a fertilizacdo (MAKAROV e
CARTER, 2006; BOGLIOLO, 2000). O PSA €& uma glicoproteina monomérica
pertencente a familia das serina proteases, com 237 residuos de aminoacidos e uma
massa molecular de 35 kDa.

A andlise do PSA é efetuada desde 1966. Inicialmente esta molécula foi
designada de ySM (gama seminoproteina) e foi utilizada como um marcador forense
(MAKAROQV e CARTER, 2006). Em 1979 foi descrito no plasma seminal por Wang et
al. Sua dosagem no soro é um recurso terapéutico que, no entanto, pode gerar
resultados falso-negativos e falso-positivos. 1sso ocorre pois seus niveis podem se
apresentar elevados em prostatites, infartos, cirrose, embolias pulmonares,
osteoporose, metastases dsseas nao-prostaticas e em casos de hiperplasia normal
da prostata (BOGLIOLO, 2000; FERREIRA et al., 2004).

Segundo recente revisdo de Makarov e Carter (2006), estudos demonstram
qgue niveis de PSA de 4,0 ng/ml tiveram alta sensibilidade e especificidade na
deteccdo do cancer de préstata e que niveis abaixo disto estdo associados a um
risco insignificante de desenvolvimento do cancer. No entanto, ressalta-se que seu
uso deve ser associado a outros aspectos clinicos, histoldégicos e patolégicos da
doenca (HAMDY, 2001).
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De acordo com varias pesquisas, existem trés principais opcdes de
tratamento voltadas para o cancer de prostata: o de observacéo vigilante, que se
aplica apenas as manipulagdes hormonais baseadas na regresséo ou progressao do
antigeno prostético; a prostatectomia radical baseada nos parametros de estagio
patoldgico e grau (ou escore) de Gleason (KUMAR et al., 1999); e o combinado, que
seria uma mescla entre farmacos e radioterapicos (HAMDY, 2001).

Quimioterapias e radioterapias locais por braquiterapia ou ndo, fazem parte
do tratamento paliativo do cancer de prostata. Pacientes que apresentam a doenca
confinada ao Orgdo possuem uma grande chance de cura através da terapia
definitiva. As duas modalidades terapéuticas mais adotadas sdo a prostatectomia
radical e a irradiacdo, com taxa de sobrevida de mais de 90% em 10 anos. Embora
eficientes no tratamento, as duas metodologias apresentam complicacbes que
podem afetar a qualidade de vida do paciente, dentre as quais destacam-se a
impoténcia e a incontinéncia urinéria (INCA, 2001; CHANG, 2006; HAMDY, 2001).

Como qualquer tratamento de cancer, todos apresentam seu risco versus
beneficio e a mescla deles visa uma resposta adaptativa e positiva do paciente. A
escolha de tais métodos varia com a clinica e conseqientemente com a resposta
(CHANG, 2006).

1.2. Marcadores moleculares em cancer de préstata

A dificuldade de um progndstico mais preciso para a detec¢do do cancer de
préostata tém gerado pesquisas em busca de novos biomarcadores de maior poder
discriminatério, capazes de auxiliar no tratamento. Perfis de expressdo génica
utilizando-se da técnica de microarranjo de DNA, demonstraram que o gene EZH2 é
um marcador tecidual superexpresso em cancer de prostata metastatico (WEI,
2002). Este gene apresenta-se refratario ao tratamento hormonal com atividade
relacionada a um pior progndéstico, sendo assim considerado um potencial marcador
de progresséo (TAVTIGIAN et al., 2001; VARAMBALLY et al., 2002; FERREIRA et
al., 2004).

O gene P504S também foi recentemente descrito como um gene especifico
para o cancer de préstata. Este codifica uma proteina envolvida na beta oxidacéo de

acidos graxos e mostrou-se, por imuno-histoquimica, que seu produto de expressao
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constitui um marcador sensivel e especifico para carcinoma de prostata em tecidos
parafinados fixados em formol (RUBIN et al., 2002).

Foi verificado que individuos nao-hapldides para o gene ANXA7 (localizado
no cromossomo humano 10g21) possuem um equilibrio de expressdo sendo sua
perda observada em individuos portadores desta neoplasia. Sua haploinsuficiéncia
por homozigose € portanto ineficaz para o seu controle negativo do ciclo celular,
tornando-se outro marcador molecular (DONG, 2006).

O gene BRCALl estd localizado no cromossomo 17921 e codifica uma
proteina que tem sido implicada na regulacdo do ciclo celular. Este gene tem
importancia em diferentes tipos de canceres, e ndo possui uma relacdo direta com o
cancer de préstata. JA 0 gene presente no cromossomo 13q12, o BRCA2 tém-se
mostrado um fator de risco para o cancer de préstata e suas evidéncias apontam
para o desenvolvimento do cancer em individuos jovens. Similarmente ao BRCAL,
estudos clinicos mostram que mutacées no gene BRCA2 séo raras e dependentes
de um histérico familiar (SCHAID, 2004).

O gene GSTP1 vem sendo estudado para ser utilizado com um marcador de
prognoéstico e exclusdo de céancer de préstata ou BPH, e, por estar relacionado
diretamente a epigenética, suas caracteristicas serdo enumeradas com maiores

detalhes posteriormente.

1.3. Mecanismos moleculares do cancer

Na prostata normal, assim como no cancer em geral, hA um contrabalanco
entre variados processos, como a atividade proliferativa e apoptoética das células
(ZENG et al., 2005). Algumas explicacbes tém sido sugeridas para a compreensao
dos mecanismos envolvidos no processo neoplasico. Dentre elas, a proposta de
Hanahan e Weinberg et al. (2000) é a mais recente e aceita. Segundo eles, existem
seis alteracOes fisiologicas celulares comuns a maioria dos canceres, expostas a
sequir:

e Auto-suficiéncia em fatores de crescimento: as células tumorais sdo capazes
de sintetizar fatores de crescimento proprios e de produzir em excesso 0s

receptores para tais fatores, amplificando a resposta. Além disso, séo
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capazes de promover a difusdo do sinal estimulador sem o ligante externo por
promover alteracdes na conformacédo do receptor.

¢ Insensibilidade a fatores inibitérios de crescimento: 0s mecanismos que
inviabilizam a multiplicacdo celular podem ser evitados pela sintese de
moléculas promotoras da divisao celular.

e [Evasdo a apoptose: em alguns tumores a hiperexpressédo do oncogene BCL-2
(elemento anti-apoptoético) e a inativagdo do p53 sdo estratégias que
permitem o escape do processo fisiolégico da apoptose.

e Potencial replicativo ilimitado: nas células tumorais ocorre a imortalizacdo, ou
seja, duplicacdo infinita dessas células, devido a um aumento da expressao
da enzima telomerase. Esta € responsavel por acrescentar fragmentos na
extremidade do cromossomo, impedindo a reducéo progressiva do telédmero.

e Angiogénese sustentada: o tumor € capaz de promover a formagdo de um
aporte vascular para obtencdo de oxigénio e nutrientes, que € induzido por
diversos fatores, sendo o principal deles, o Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF).

e Invasdo tecidual/l metastase: alguns estudos apontam as moléculas de
adeséo intercelulares e as proteases como 0s principais elementos envolvidos
no processo de desagregacdo da massa tumoral e migracdo para outros

tecidos, via circulacao sanglinea.

1.4. Epigenética e cancer

Os mecanismos que desencadeiam o cancer podem incluir as alteracdes
genéticas (amplificacdo génica, dele¢cdes, mutacbes de ponto, perda de
heterozigosidade e rearranjos cromossémicos) e epigenéticas (ADORJAN et al.,
2002, BAYLIN, 2002, BAYLIN e BESTOR, 2002, ISSA, 2002, ANTEQUERA, 2003,
LOEB et al., 2003, MOMPARLER, 2003).

Epigenética é o termo aplicado as mudancas na expressao de um gene que
nao decorre de alteracdo na sequéncia dos nucleotideos. Nos ultimos dez anos,
diversos trabalhos indicam um papel essencial das mudancas epigenéticas na
tumorigénese. As principais alteragbes epigenéticas que ocorrem durante o

desenvolvimento de um tumor sdo anormalidades na metilagdo de genes
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supressores tumorais ou proto-oncogenes e modificacbes das histonas
(MOMPARLER, 2003).

A molécula de DNA dos eucariotos esta associada as histonas, formando a
cromatina. Estas possuem uma extensdo amino-terminal chamada de “cauda”, na
qual podem ocorrer modificagcdes covalentes importantes para a organizacdo dos
cromossomos e para a regulacdo dos genes. A desacetilacdo das histonas causa
uma mudanca na estrutura da cromatina, deixando-a condensada e inacessivel a
DNA polimerase e, portanto, inativando a transcricdo (VERMA et al., 2002).

As citosinas podem sofrer um processo auto-catalitico, com perda de um
grupo amina, e se transformar em uracila. Evolutivamente, observa-se a metilacao
da citosina e a reducdo na frequéncia de dinucleotideos CG do genoma humano.
(VERMA e SRIVASTAVA, 2002). O padrdo de metilacdo em células normais é
conservado depois da replicacédo e divisdo celular por DNA metiltransferases, como
a DNMT1 (BESTOR et al., 1988). Estas enzimas promovem a adi¢cdo de um grupo
metil no carbono 5’ da citosina em dinucletideos CG (CHEN et al., 1991). Sabe-se
que alteracdes nas histonas afetam a metilagdo, pois a desacetilacdo destas
proteinas é o primeiro passo que desencadeia o recrutamento das metiltransferases
para as ilhas de CpG, promovendo a hipermetilacdo da regido promotora (VERMA et
al., 2002).

Apesar da diversidade entre promotores, genes transcritos pela RNA
polimerase Il podem ser classificados em dois grupos diferentes de acordo com a
distribuicdo de dinucleotideos CpG. Em uma classe, a frequéncia de CpGs é a
mesma gue a encontrada no genoma em geral, que é em torno de 1 para cada 100
nucleotideos (ANTEQUERA, 2003). Por outro lado, alguns genes pertencentes ao
segundo grupo apresentam na regiao 5’, aproximadamente a 1 kb do inicio do gene,
uma frequéncia de CpGs 10 vezes maior que no restante do genoma. Essas regides
sao chamadas de llhas de CpG (BIRD, 1986). Aproximadamente 60% dos genes
humanos estdo associados a ilhas CpG, isso inclui os genes constitutivos e aqueles
tecido-especificos. As ilhas de CpG podem ter uma alta frequiéncia de metilacéo,
com transformacdes relativas na estrutura da cromatina que bloqueiam a transcricao
de genes (VOET & VOET, 2000).

De uma maneira geral, a metilacdo do DNA impede a expressao génica

inibindo a transcri¢do atraves de dois mecanismos. Primeiramente, os dinucleotideos



21

CpG metilados interferem na ligacdo dos fatores de transcricdo ao promotor do gene
(RAZIN e RIGGS, 1980). Além disso, as citosinas metiladas sé&o reconhecidas por
proteinas que se ligam ao grupamento metil (“methyl binding proteins”) e competem
com os fatores de transcricdo pelo sitio do promotor (MCCLELLAND e IVARIE,
1982). As “methyl binding proteins” podem ainda atrair complexos protéicos
contendo co-repressores e histona deacetilases. A ligacdo destes complexos no
DNA leva a um remodelamento na estrutura da cromatina para uma forma mais
compacta, inativando a transcricdo génica (NAN et al., 1998).

Nos ultimos anos evidenciou-se a presenca de ilhas de CpG em um grande
namero de genes, em geral, ndo metilados em tecidos normais e metilados em
tecidos canceresos (WIDSCHWENDTER e JONES, 2002). Em células de tecidos
normais as regides intergénicas sao hipermetiladas, enquanto as regides promotoras

sao hipometiladas. Em células cancerosas esta situacao se inverte.

1.4.1. Carcinogénese e metilagdo do DNA

A possivel associacdo entre metilagcdo e cancer surgiu da observacao de que
grande parte dos genes supressores de tumor continha ilhas de CpG nas suas
sequéncias regulatérias e, geralmente, o padrdo de metilagdo do DNA apresentava-
se alterado em células tumorais (SCHMUTTE e JONES, 1998; BAYLIN et al., 2002).
A primeira constatacdo da presenca de metilacdo em ilhas de CpG de um gene
supressor de tumor humano foi feita por GREGER et al., em 1989, quando estudava
0 gene retinoblastoma (RDb).

Os mecanismos epigenéticos nos permitem fixar as herancas das
propriedades celulares e no cancer de préstata, esses mecanismos Sao essenciais
para o desenvolvimento, progressdo, complementacdo, amplificacdo e diversidade
das alteragBes genéticas. A hipermetilagdo do DNA afeta ao menos 30 genes
individuais, enquanto sequéncias repetitivas incluindo retrotransposons e genes
seletos tornam-se hipometilados (SCHULZ, 2006).

Uma vantagem clara do estudo da metilacdo de genes como marcadores
epigenéticos em tumores é que, para cada céancer, a hiper ou hipometilacdo
acontece sempre na mesma regido de um determinado gene, ao contrario das

mutacdes, que ocorrem em qualquer porcdo dos genes e podem ser de diferentes
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tipos. Além disso, a hipermetilacdo pode ser detectada mesmo em meio a um
grande namero de células normais, enquanto outras alteracdes genéticas como a
perda de heterozigose (LOH) ou dele¢cdes homozigoticas ndo sdo detectadas nesse
contexto (ESTELLER, 2002). A relevancia disto tém sido refor¢cada pelo emprego de
tecnologia gendmica para estudo diferencial da metilacdo de genes em larga escala,
através de andlise de microarranjo de DNA (microarrays) de amostras de tecidos
normais e de cancer. Esses trabalhos correlacionam perfis de metilagdo alterados
em determinados dinucleotideos CpG com a progressao para a doenca maligna
(ADORJAN et al., 2002) e associam a hipermetilagdo global a um pior prognostico

ou recorréncia apos o tratamento (WEI et al., 2002).

1.4.2. Metilacdo do DNA e cancer de prostata

1WAF1/CIP é

Trabalhos recentes em cancer de prostata sugerem que o0 gene p2
inativado por metilacdo. Nas trés linhagens metastéaticas celulares trabalhadas de
cancer de préstata (PC3, LNCaP, DU145) a expressdo deste gene foi baixa ou
indetectavel, mas foi altamente expressa na linhagem celular epitelial da préstata
normal (1542NP). Tratamentos com compostos especificos que alteram a metilacao
do DNA modificaram os niveis de expressdo p21"A"“" das linhagens (BOTT et al.,
2005).

Outros trabalhos envolvendo as tirosinas quinases receptoras (que
representam uma classe maior de protooncogenes) mostram que a familia do
erbB/EGFR é a mais frequentemente implicada em canceres humanos. A co-
expressao do erbB/EGFR (transformando o fator de desenvolvimento a-EGF) é uma
ocorréncia comum em Vvarios canceres de origem epitelial, sendo demonstrado
inclusive nas trés linhagens celulares de céancer de préstata vastamente utilizadas
(PC3, DU145, e LNCaP) (ROBINSON et al., 1996).

Genes pertencentes a familia das glutationa S-transferases estdo envolvidos
na carcinogénese e nas reagfes oxidativas de algumas espécies, podendo expor o
genoma a niveis de estress e instabilidade no céncer. Estudos mostram que a
hipoexpressédo do GSTP1 é comum no cancer de prostata tornando um mecanismo

primario de deteccdo (DONG, 2006). Sua total auséncia em tecidos normais de
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prostata e a ocorréncia de ilhas de CpG presentes em pacientes com cancer fazem
deste gene um importante biomarcador epigenético (BASTIAN, 2005).

Estudos ainda avaliando a metilagdo em tecidos de tumores verificaram que
0s genes GSTP1 e RARbb2 séo freqientemente metilados em tumores de préstata
(>90% dos tumores) e em lesbes pré-invasivas (aproximadamente 50% das
neoplasias intra-epiteliais de préstata em alto-grau). Inversamente, CD44 metilados
e outros genes metilados que sdo associados com fendtipos de doencas agressivas
nao estao presentes nas lesdes neoplasticas intraepiteliais de préstata em alto-grau,
mas sao encontrados com uma freqiiéncia maior em tumores de alto-grau. Esse
estudo, apresenta a primeira evidéncia de que essas alteracdes funcionais denotam
que a metilacdo genética em um campo de tumor epitelial e estroma tumor-
associado tém implicacdes na prevencdo do cancer, tratamento, e diagnostico
(HANSON, 2006).

MutacBes no p53 sdo raras no cancer de préstata primario, mas como na
maioria dos canceres, torna-se mais comum a medida que aumenta seu estadio,
grau tumoral ou metastatico. Alteracdes neste gene estdo associadas ao aumento

na incidéncia de metastases a distancia e decréscimo na sobrevida (DONG, 2006).

1.5. A quiescéncia celular e o cancer

A quiescéncia € o processo que envolve a saida das células do ciclo celular
proliferativo para a fase GO, ou seja, uma fase na qual ocorre a parada da replicacéo
celular e eventualmente conduz a apoptose.

As quiescinas, também designadas de quiescinas sulfidril oxidases (QSOX),
catalisam a reacdo de oxidacao de ditidis protéicos, introduzindo pontes dissulfeto,

reduzindo o oxigénio molecular a peréxido de hidrogénio (HOBBER, 1999).

2 R-SH + O; 2 R-S-S-R + H,0,

Tais moléculas séo flavoenzimas compostas pelo dominio tioredoxina (TRX)
e pelo dominio EVR/ALR (HOOBER et al., 1999). As tioredoxinas, como a proteina
dissulfeto isomerase, sao pequenas proteinas constituidas por 95 a 110

aminoacidos que atuam em processos redox celulares (HOLMGREN, 1989;
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FERRARI e SOLING, 1999, apud HOOBER, 1999). O ultimo dominio (EVR/ALR)
esta envolvido com a regulacdo do ciclo celular em leveduras e na biogénese da
mitocondria (LISOWISKY, 1998, apud HOOBER, 1999). A ALR1 presente em
mamiferos, um homologo do EVR, é uma proteina composta de 125 aminoéacidos
envolvidos nos processos de desenvolvimento celular na espermatogénese e na
regeneracdo do figado (HAGYIA et al., 1994; LISOWISKY, 1998, apud HOOBER,
1999).

Coppock et al., em 1993, estudando a saida do estado proliferativo e a
entrada no estado de quiescéncia reversivel (G0), com cultura de células WI38 como
modelo, isolou clones de cDNAs altamente expressos em células quiescentes. Eles
observaram que tais genes eram muito semelhantes aos genes do colageno alfal
(VI), colageno alfal (Ill), decorina, complemento C1r, colageno 1 (I), colageno alfa 2
(I) e a dois novos genes denominados Q6 (QSCNG6) e Q10 (QSCN6L1).

A expressao do gene da Q6 também foi estudada em linhagens celulares de
carcinomas mamarios em que se constatou a expressdo de dois tamanhos de
RNAmM e baixos niveis de expressdo em linhagens positivas para receptor de
estrogeno (COPPOCK et al., 2000).

O gene da Q6 estd localizado no cromossomo humano 1924 e foi
caracterizado como uma fuséo de duas familias de gene antigas (COPPOCK et al.,
1998). Esta regido do genoma contém um I6cus com potencial para hereditariedade
do céncer de prostata 1g24-g25 (HPC1) (SMITH et al.,, 1996). A expressao deste
gene induz os fibroblastos a saida do ciclo proliferativo e entrada na quiescéncia,
sugerindo sua acgdo direta no ciclo celular. Tém-se mostrado que ha regulacéo
epigenética em alguns genes envolvidos no cancer de prOstata, e por isso,
buscamos identificar a expressédo da Q6 dentro destas linhagens. Além disso, uma
andlise feita através de ferramentas de bioinformatica em nosso laboratério mostrou
gue o gene QSCN6 possui uma regido promotora rica em dinucleotideos CpG,
caracterizando uma provavel ilha de CpG.

Parmigiani et al., 2004 avaliou o perfil de expressdo do gene GSTP1l em
diversas linhagens tumorais, entre elas a de prostata, para posterior continuidade
dos estudos em tumores de pacientes e verificou que a metilagdo de genes
especificos estd associada com a progressao histolégica.
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Uma outra quiescina denominada Q10 foi também isolada por Coppock et al.
(1998) e tem sido recentemente estudada em neuroblastoma, em que se
demonstrou um papel pré-apoptético deste gene, porque foi observado o aumento
da susceptibilidade das células tumorais a apoptose induzida por IFNy (WITTKE et
al., 2003).

A Q10 é codificada por um gene presente no cromossomo 9 (9934.3) e
apresenta apenas um variante transcricional (GenBank entry: NM_181701.2) o qual
possui 4582 pares de bases e codifica uma proteina de 77.55 kDa, contendo 698
aminoé&cidos (ROLLINS, 1997; NCBI, 2006).

1.6. Linhagens tumorais de cancer de préstata

Inicialmente, a técnica de cultivo celular foi elaborada por uma desagregacao
tecidual e o crescimento foi restringido para a migracdo de células provenientes do
tecido fragmentado, com ocasional mitose de crescimento. Desde que as culturas
semelhantes aos explantes primarios de tecidos foram implantadas, as técnicas de
cultivo celular tiveram uma expansao importante a partir da segunda metade do
século XX, quando se utilizaram células de cultura dispersas (FRESHNEY, 2000).

Ainda segundo Freshney (2000), as duas maiores vantagens da cultura de
células sdo o controle do ambiente fisico-quimico (pH, temperatura, presséo
osmotica, e a tensdo de O, e CO;) que possuem uma atividade mais precisa; e as
condicdes fisioldégicas, que sdo relativamente constantes, porém, nem sempre
definitivas. Algumas linhagens requerem uma suplementacdo ao meio de cultura e
determinados componentes podem ajudar a entender os fatores de regulacdo da
proliferagcéo celular.

Kaighn et al. (1979) observou a existéncia de uma linhagem celular
proveniente de metastases 0sseas e para a adrenal, de um homem caucasiano de
62 anos, com sintomas de retencao urinaria, perda de peso e anemia. Esta linhagem
foi obtida pela remogéo do tecido tumoral na autdpsia de uma vértebra lombar e
posteriormente foi cultivada. A PC3, como foi designada, possui caracteristicas
androgénicas independentes, sem a interferéncia de fatores externos como insulina,
tiidrotironina, transferrina, calcitonina, hidrocortisona, diidrotestosterona e fator de

crescimento epidermal no seu crescimento in vitro. Esta mesma linhagem apresenta
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0 nuamero cromossémico totalmente aneupldidico (alteracdo no numero de
cromossomos) com caracteristicas tumorigénicas em ratos, apresentando muitos
marcadores e perdas cromossdémicas, como p.ex., a do cromossomo Y (OHNUKI et
al, 1980). Suas fei¢Bes cariotipicas séo Unicas e caracteristicas de células altamente
neoplasicas e foram submetidas ao ATCC sob numeracdo CRL1435 (CHEN, 1992).
Por micrografia eletrbnica as células apresentam-se com numerosas
microvilosidades, complexos juncionais incluindo desmossomos com tonofilamentos,
mitocOndrias anormais, muitos lisossomos, invaginacdes do envoltério nuclear e
hipertrofia nucledide.

Outra linhagem de carcinoma prostatico isolado de metastases no cérebro de
um paciente foi descrita por Stone, em 1978. Esta linhagem semelhante a PC3,
também ¢é aneupldidica e tumorigénica em ratos, contudo seu cariétipo difere
significantemente da PC3 e possui poucos marcadores cromossomicos. Tal

linhagem foi designada DU145.

2. OBJETIVO

Avaliar os niveis de expressdo dos genes QSCN6 e Q10 em linhagens

tumorais de prostata pela técnica de PCR com transcri¢cdo reversa (RT-PCR).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biolégico

As linhagens tumorais de préstata PC3 e DU145 e a linhagem normal de
mama HB4a, usada como controle, foram cedidas pelo Instituto Ludwig - Sdo Paulo.
A HB4a tem sido utilizada em diversos trabalhos de estudo de cancer de prostata
por ser de origem epitelial. A utilizacdo de linhagens celulares se justifica do ponto
de vista técnico pela disponibilidade de grandes quantidades de material, assim
como pela auséncia de contaminacdo com células normais. Todas as linhagens
foram mantidas em nitrogénio liquido no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular e foram cultivadas no Departamento de Biologia Celular. As culturas foram

manipuladas em camara de fluxo laminar previamente limpa e descontaminada pelo
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uso da lampada Ultra Violeta. Também foram utilizados materiais limpos e
previamente autoclavados.

Os cultivos das linhagens foram realizados em meio RPMI1640 (meio de
cultivo contendo aminoécidos, vitaminas e sais inorganicos) Gibco, suplementado
com soro fetal bovino (SFB) 10%, antibiético garamicina (40 pg/ml), para evitar
contaminagdo bacteriana, ciprofloxacina (10 pg/ml), para evitar contaminacdo por
espécies de Mycoplasma e insulina (5 pg/ml) no caso da HB4a. Ainda para as
linhagens de prostata, foi adicionado ao meio 1% de piruvato de soédio, segundo as
especificacdes da ATCC. As células foram acondicionadas em garrafas plasticas
com incubacdo em camera iumida a uma atmosfera de CO, a 5%, 37°C.

As amostras de células contendo aproximadamente 10° foram retiradas do
nitrogénio liquido, descongeladas a 37°C e repassadas dos tubos criogénicos para
um tubo tipo falcon de 15 ml contendo 2 ml de meio RPMI 1640 aquecido a 37°C.
Este tubo foi centrifugado por 4000 rpm (HT 80-2B) por 3 minutos e descartado o
sobrenadante. As células foram ressuspensas em 1 ml de meio de cultivo e
repassado cuidadosamente para uma garrafa pequena (24 cm® contendo
aproximadamente 3,5 ml de meio de cultura e acondicionadas na estufa de CO, a 5
% tomando o cuidado de deixar a tampa frouxa para que houvesse a troca gasosa.
No dia seguinte, este meio foi aspirado com o uso de uma pipeta Pasteur acoplada a
bomba de vacuo, para retirada das células mortas e do meio exaurido. Em seguida
foram adicionados 3 ml de PBS (tampéao fosfato salina) 1x para lavar as células que
permaneceram aderidas. Apos a aspiracdo do tampao de lavagem foi adicionado a
esta garrafa meio de cultivo novo seguido de incubacdo para crescimento. Estas
trocas de meio eram realizadas cerca de duas a trés vezes por semana, ou quando
fosse necessario. As células aderidas ou a quantidade de células mortas flutuando
na garrafa eram visualizadas em microscépio invertido em 100 ou 400x de aumento
da sala de cultivo do Departamento de Biologia Celular.

O total preenchimento da garrafa foi o indicativo para troca de garrafas
(transferéncia para a garrafa média com 80 cm®). Para o desprendimento das células
foi adicionado tripsina 0,25% (Gibco), seguido de incubacédo por 5 minutos em estufa
a 37°C, seguido da neutralizacdo da tripsina com meio de cultura e transferéncia
das células para tubos tipo falcon de 15 ml. Este tubo foi centrifugado a 3000 rpm
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(HT 80-2B) por 3 minutos para precipitacdo das células. O meio foi descartado e
adicionado 1 ml de meio novo para ressuspensao das células. Essa ressuspensao
era transferida para a nova garrafa, ja contendo o meio de cultura novo, nas
quantidades requeridas para cada garrafa (3 ml para a pequena e 15 ml para a
média) e levadas a estufa de COs,.

Para a obtencédo das amostras para o presente trabalho, efetuou-se as trocas
de 1 garrafa pequena para 1 média e desta média para novas duas médias. De uma
garrafa média foi feita a extracdo de RNA total e da outra novo estoque de células.

3.2. Extrac&do de RNA

Para a manipulagdo de todo o material foi utilizado o protocolo descrito por
Sambrook e Russel (2001). Foram tomadas precaucfes para evitar a presenca de
RNAse ativa em qualquer material usado, como a autoclavagéo 2 vezes seguidas de
todos os plasticos, vidrarias e reagentes utilizados. O manuseio do material foi
realizado em fluxo laminar com o uso de luvas, méscara e touca descartaveis.

O RNA total das linhagens celulares foi isolado utilizando-se o reagente
Trizol® (GIBCO BRL, Life Technologies, USA). O RNA foi extraido da seguinte
forma: foi acrescentado a garrafa de cultura previamente lavada com tampédo PBS
1X, 1 ml de Trizol para cada 10 cm?, ou seja, para a garrafa média foram utilizados 8
mL. Em seguida homogeneizou-se e incubou-se a mistura a temperatura ambiente
por 5 min. A seguir 1 ml dos lisados foram distribuidos em tubos tipo Eppendorf de
1,5 ml contendo 250 pl de cloroformio (MERCK). A mistura foi deixada a temperatura
ambiente por mais 5 minutos e centrifugada por 12.000G por 15 min a 4°C.
Posteriormente, o sobrenadante foi retirado para novo tubo contendo 500 ul de
isopropanol e incubado por 18 horas a -20°C. Os tubos foram centrifugados e o RNA
foi lavado com etanol 75% em agua DEPC. Finalmente, o etanol foi desprezado e o
RNA foi seco a temperatura ambiente sobre papel toalha em fluxo laminar. Apés a
secagem, o RNA total foi ressuspenso em 15-60 ul de agua DEPC autoclavada. A
eficiéncia do RNA foi determinada por eletroforese em gel de agarose 1%,
especialmente preparado para evitar contaminacdo com RNAses e, a seguir, corado

com brometo de etidio. As intensidades relativas das bandas do RNA 18S e do RNA
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28S foram avaliadas para verificar a qualidade do RNA. A quantificacdo do RNA foi
feita através da leitura de uma aliquota da amostra no espectrofotdbmetro em
comprimento de onda de 260 nm, considerando-se que 1 DO nm equivale a 40
ug/ml de RNA. A relacdo entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada
como parametro na estimativa do grau de contaminagdo do RNA por proteinas.

Invariavelmente, o valor dessa relacdo estava contido na faixa de 1,6 a 1,8.

3.3. RT-PCR

Quinhentos nanogramas de RNA total foram transcritos reversamente a
primeira fita de cDNA na presenca de 200 U da enzima transcriptase reversa
(Superscript I, Gibco BRL), utilizando 25 pmoles do iniciador OLIGO dT em uma
reacao com volume final de 20 pul, contendo solu¢do tampéao 1x , 25 U de inibidor de
Rnase (Rnasin, Promega) e 200 uM da mistura de dNTP.

O gene constitutivo GAPDH foi utilizado como controle para analisar a
eficiéncia de sintese do cDNA nas amostras. As sequéncias dos iniciadores
utilizados para o gene constitutivo GAPDH foram: universal 5° CTG CAC CAC CAA
CTG CTT A 3" e reverso 5 CAT GAC GGC AGG TCA GGT C 3'. A eficiéncia da
sintese é importante para que ocorra um anelamento eficaz a cauda poli A, realizada

pelos oligos dTs.

3.3.1. Avaliacdo do padrdao de expressdo dos genes QSCN6 e Q10 em

linhagens tumorais

Iniciadores especificos foram desenhados para a regidao 3' da molécula de
MRNA (trabalho de mestrado que ja estava em andamento estudando o gene
QSCN6 em mama) para utilizacdo em reacoes de RT-PCR para avaliar o padréo de
expressdo génica em tecido normal e nas linhagens tumorais de prostata. Os
iniciadores foram desenhados com o auxilio do programa Oligotech e posicionados
em exons diferentes para que uma eventual contaminacdo com DNA gendmico
fosse passivel de ser detectada. Para RT-PCR da QSCNG6 foram utilizados os
primers: universal 5° TAG CCA CTT CGA GCA GAT G 3" e reverso 5° CAC ATC
CAG GCG TTC ATT G 37, sendo esperada a amplificacdo de um fragmento de 199
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pb. As condi¢des utilizadas foram de uma desnaturacéo inicial do DNA por 10
minutos a 95°C, seguida por 35 ciclos sucessivos de desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, 62,6°C de anelamento por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao
final da ciclagem as moléculas foram estendidas por 5 minutos a 72°C. A andlise da
amplificacéo foi feita em gel de poliacrilamida 8%.

Para o gene Q10 esta técnica também foi realizada, utilizando-se agora, 0s
seguintes primers universal 5° GGT GTA AGG AAT GTG GTG 3'ereverso 5" TTT
CTC CTC TTC CTC ACC 3'. O produto esperado era de 353 pb. As condi¢cbes
utilizadas foram de uma desnaturacéo inicial do DNA por 10 minutos a 95°C, seguida
por 35 ciclos sucessivos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, 59,5°C de
anelamento por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao final da ciclagem
as moléculas foram estendidas por 5 minutos a 72°C. A analise da amplificacdo
também foi feita em gel de poliacrilamida 8%.

Foi realizado também o controle de Mycoplasma hominis das linhagens
trabalhadas utilizando para isto os primers A (5°GGC GAA TGG GTG AGT AAC
ACG 3) e B (5°CGG ATA ACG CTT GCG ACC TAT G 3'), para a sintese e sob as
seguintes condi¢des: uma desnaturacdo inicial do DNA por 5 minutos a 95°C,
seguida por 35 ciclos sucessivos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, 60°C de
anelamento por minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao final da ciclagem as
moléculas foram estendidas por 7 minutos a 72°C. A andlise da amplificacédo
também foi feita em gel de poliacrilamida 8%. O produto esperado era de 450 pares
de bases. Foi feita em gel de poliacrilamida e gel de agarose 1 %.

Para o RT-PCR semi-quantitativo foram realizadas ciclagens de 22, 28 e 35
ciclos para o0 GAPDH e 28, 35 e 38 ciclos para o gene em questédo. As ciclagens de
28 ciclos para o GAPDH e de 35 ciclos para o gene QSOX se encaixaram melhor na

nossa analise, portanto, foram nossos parametros de comparacéo no trabalho.

3.3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida e em gel de agarose

Os produtos das reacdes de RT-PCR foram analisados em gel de
poliacrilamida e de agarose.
Os géis de poliacrilamida 8% foram preparados a partir de uma solucao de

poliacrilamida e bis-acrilamida na proporcao 29:1, TEMED (Life Technologies) como
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doador de elétrons da reacéo e persulfato de aménio (APS) 10% como catalisador
da reacado. A eletroforese foi conduzida em aparato de gel médio a 80-100 V por
aproximadamente 1 hora. O gel foi incubado por trés minutos em solugao fixadora
(0,5% de &cido acético glacial, 10% de etanol absoluto), sob agitacdo suave, a
temperatura ambiente. A esta solucao foi adicionado nitrato de prata 10% e o gel
permaneceu sob agitacdo por mais dez minutos. Apos impregnacdo do DNA com
prata, o gel foi lavado com agua ultrapura e a este foi adicionado o revelador
(hidroxido de sédio 3% e formaldeido 0,5%) por mais cinco minutos, sob agitacéo, a
temperatura ambiente. Apos a revelacéo, o gel foi incubado em solucéo fixadora por
dez minutos, lavado com agua ultrapura e seco em papel celofane.

Os géis de agarose a 1% foram preparados fundindo 1,5 g de agarose em
150 ml de TBE 1x. O gel foi corado com brometo de etideo e visualizado sob luz
ultravioleta. A corrida eletroforética foi conduzida por aproximadamente 1 hora

utilizando-se uma voltagem de 80-100 V.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracao do RNA
As linhagens tumorais de prostata PC3 e DU145 e a linhagem imortalizada de
mama, HB4a foram cultivadas para posterior realizacdo da extracdo do RNA. O gel

contendo os produtos purificados pode ser visualizado nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3- RNA total extraidos das linhagens HB4a e PC3. O gel apresenta-se
com eficiente extracdo pela boa visibilidade das bandas correspondentes ao
RNA 18s E RNA 28S. Gel de agarose 1% representando o perfil de extracdo dos
RNAs extraidos das linhagens HB4a e PC3. Amostras: 1. marcador molecular
100bp, 2-5. RNAs HB4a, 6. marcador molecular 100bp, 7-10. RNA-PC3.

RNA 28S

RNA 18S

Figura 4- RNAs extraidos da linhagem DU145. O gel apresenta-se com eficiente
extracdo pela boa visibilidade das bandas correspondentes ao RNA 18s E RNA
28S. Gel de agarose 1% representando o perfil de extracdo dos RNAs extraidos
da linhagem DU145. Amostras: 1. marcador molecular 100bp, 2. amostra com
problemas na extracao, 3-4. RNA-DU145.

RNA 28S

RNA 18S
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A analise dos géis mostra que as bandas 18S e 28S estdo bem visiveis
(sendo as bandas correspondentes aos RNAs ribossémicos) tendo a primeira o
dobro da intensidade da segunda. Entre as bandas ha um arraste correspondente ao
RNA mensageiro. Este resultado mostra que a extracdo de RNA total foi eficiente
pois parece haver quantidade e qualidade, aléem da auséncia de DNA gendmico.
Assim sendo foi possivel passar para a proxima etapa .

Foi feita a quantificacdo das amostras para verificar o grau de pureza, ou
contaminagdo por proteinas. Foi utilizado o espectrofotometro do Departamento de
Genética desta Universidade. A quantificacao foi feita com as amostras diluidas de

1:100 e os resultados obtidos podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2- Quantificacdo dos RNAs extraidos da HB4a, PC3 e DU145 (diluicéo
1:100). Nesta tabela estdo representados o0s dados obtidos por
espectofotometria. Os valores de razdo sdo obtidos a partir da divisdo entre a
absorbancia obtida do DOy pela DOgo. Quanto mais proximo de 2, melhor foi
a extracdo do RNA.

RNA DO ABSORBANCIA RAZAO | CONCENTRACAO
260 0,043
HB4a 1,936 166,1 pug/ml
280 0,026
260 0,079
PC3 1,91 326 pg/ml
280 0,045
260 0,177
DU145 1,687 669,5 ng/mi
280 0,106

Por esses dados observamos que a razdo esta indicando eficiéncia da
purificacdo com auséncia de quantidades significativas de proteinas. Depois de
quantificadas as amostras, utilizamos aproximadamente 500 ng de RNA total para a
sintese de cDNA. Para verificarmos a eficiéncia da sintese de cDNA utilizamos como
controle o gene constitutivo GAPDH. Nas Figuras 5 e 6 € possivel visualizar a
banda de 296 pb esperada, mostrando que a purificacdo de RNA foi realmente
qualitativamente satisfatoria. Ou seja, € possivel concluir que a expressao do gene

constitutivo estd bem representada na amostra. Além disso, novamente confirmamos
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a auséncia de DNA gendmico devido auséncia da banda de 489 pb que

representaria a presenca do intron.

Figura 5- RT-PCR do gene GAPDH das amostras das linhagens HB4a e PC3.
Gel de poliacrilamida 8% representando a expressdo do gene constitutivo
GAPDH nas linhagens HB4a e PC3. Amostras: 1. marcador molecular 100bp, 2.
controle negativo, 3-6. GAPDH-HB4a, 7-10. GAPDH-PC3.

'1 234 5 6 7 8 910

300 bp

100 bp

Figura 6- RT-PCR do gene GAPDH de amostras da linhagem DU145. Gel de
agarose 1% representando a expressdo do gene constitutivo GAPDH na
linhagem DU145. Amostras: 1. marcador molecular 100bp, 2. controle negativo,
3-4. GAPDH-DU145.

300 bp
100 bp
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4.2. Padréo de expresséao dos genes Q6 e Q10.

Para analisar se os genes de estudo apresentam diferenca de expressao nas
linhagens tumorais de prostata utilizamos 2 controles. Primeiro utilizamos a linhagem
normal imortalizada de células de mama humana, a linhagem HB4a, como controle
de célula epitelial normal, conforme observado em diversos trabalhos publicados
anteriormente. O segundo controle foi a expressdo do gene GAPDH, o qual se
espera estar sendo expresso constitutivamente em todas as linhagens em
quantidade maior do que qualquer outro gene que nao seja constitutivo. Com este
segundo controle podemos sugerir que a presenca do gene em estudo pode estar
sendo regulado ou n&o. Para tanto, a fim de discriminar as diferencas de expresséo
utiizamos a reacdo de RT-PCR com 28 ciclos de amplificacdo para o gene
constitutivo GAPDH e com 35 ciclos para o gene estudo.

Os resultados de RT-PCR para os genes Q6 e Q10 estdo mostrados nas

Figuras 7 e 8.
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Figura 7- RT-PCR Q6 35X e GAPDH 28X. Gel de agarose 1% representando a
expresséo do gene constitutivo GAPDH e do gene Q6 nas linhagens HB4a, PC3
e DU145. Tamanho do fragmento esperado: GAPDH. 296 pb, Q6. 199 pb.

HB4A PC3 DU145

Qe 13 HEEssx | 3%
GapDH B losx [ o« —_— 28x
A B C

Figura 8- RT-PCR Q10 35X e GAPDH 28X. Gel de agarose 1% representando a
expressdo do gene constitutivo GAPDH e do gene Q10 nas linhagens HB4a,
PC3 e DU145. Tamanho do fragmento esperado: GAPDH. 296 pb, Q10. 353 pb.

HB4A PC3 DU145

Qo M+ > Il
capDH [ 28x | e— 28«
A B C
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A andlise dos géis nos permite observar que a linhagem epitelial normal
usada como controle de expressao dos genes de estudo apresenta a banda do gene
controle GAPDH com 35 ciclos como ja visto anteriormente (Figura 7A). Ainda, esta
linhagem expressa o gene Q6 com 28 ciclos como esperado. Nas linhagens de
estudo PC3 (Figura 7B) e DU145 (Figura 7C) o gene Q6 apresenta diminuicdo da
expressao ou seja a banda com 35 ciclos mostra-se mais fraca quando comparada
com a linhagem controle e com o gene controle. Com este resultado preliminar
podemos sugerir que o gene Q6 apresenta-se com expressdo regulada nas
linhagens de prostata. A confirmacdo deste resultado deve ser realizada com
ensaios de RT- PCR semi-quantitativo seguido de Southern blot, utilizando como
sonda o gene Q6 clonado ou, ainda, atraves de PCR em tempo real. Em
confirmando essa suposicdo torna-se possivel prosseguir o estudo buscando
elucidar se a regulacéo observada deve-se ou ndo pela presenca da ilha de CpG na
regido promotora do gene Q6. Ou seja, se a regulacdo é devido a metilacdo do DNA.
Estes ensaios envolvem isolamento de DNA das linhagens, seguido de tratamento
com bissulfito de sédio que atua como agente desmetilante in vitro, seguido de
clonagem da ilha de CpG do gene Q6 e sequenciamento.

Com relacdo ao gene Q10 os resultados estdo mostrados na Figura 8.
Observamos que o gene Q10 possui uma expressao minima na linhagem controle
(Figura 8A). Portanto para este gene ndo temos no momento um controle adequado
para interpretar os resultados. A linhagem PC3 apresenta expressao similar a HB4a
(Figura 8B). Além disso colocamos também em questdo o uso da linhagem HB4a
como controle. Isto porgue esse gene apresentou expressao mais intensa na
linhagem DU145 (Figura 8C). Portanto nossos dados ndo s&o conclusivos para

analise do gene Q10.

5. CONCLUSAO

Através deste trabalho podemos sugerir que existe regulacdo de expresséo

do gene Q6 nas linhagens tumorais de prostata PC3 e DU145.
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