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LISTA DAS ABREVIATURAS

PSA — Antigeno Prostatico Especifico

CaP — Cancer de prostata

Hab: Habitantes

Curva-ROC — do inglés, Reciever-operating Characteristics Curve
ICBS — Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude

UFRGS — Universidade Federal do Rio Grande do Sul

LaGOM - Laboratorio de Ginecologia e Obstetricia Molecular
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PPG Medicina — Programa de P6s-Graduagao em Medicina
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AP — Anatomo-patologico

p — Coeficiente de Correlagao de Spearman

IC — Intervalo de Confianca

Cols — Colaboradores

TNM - Sistema de Estadiamento Oncolégico, do inglés Tumor, Nodes, Metastasis
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pb - Pares de Bases
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cDNA — Acido Desoxirribonucleico Complementar
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CNPq — Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnlogico
FAPERGS - Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul

INCA — Instituto Nacional do Cancer
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INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) apresenta uma incidéncia estimada de
aproximadamente 52 casos para 100.000 habitantes no Brasil em 2008. No Rio Grande
do Sul, a estimativa € ainda maior, ficando em 80,63 casos em 100.000 habitantes. Sua
incidéncia varia bastante de acordo com o local e com o grupo étnico estudado, sendo
encontradas taxas de 1,9 casos por 100.000 hab. na Asia até 272 casos por 100.000 hab.
na América no Norte € na Escandinavia. Essas variacdes tem multiplas causas, entre elas
a facilidade de acesso da populagdo a sistemas de saude, a qualidade do registro
epidemiologico local, quantidade da populagdo submetida a programas de rastreamento
periddicos. O CaP ocupa o segundo lugar na prevaléncia das neoplasias malignas em
homens ficando somente atras das neoplasias cutaneas tipo nio-melanoma. E, a0 mesmo
tempo, a segunda causa de morte por cancer em homens, atrds apenas do cancer de
pulmdo. O grande numero de pacientes acometidos por esta patologia e seu impacto
populacional fazem com que seja considerada um problema de saude publica, sendo alvo
de numerosos estudos ao redor do mundo.

Desde a introdugdo do Antigeno Prostatico-especifico (PSA) na pratica clinica
(meados da década de 1980), o CaP teve uma verdadeira revolugdo no diagnostico e
tratamento. Aprimoramentos da técnica cirurgica ¢ a possibilidade de tratar pacientes
cada vez mais precocemente permitiram uma melhora substancial na qualidade de vida
dos pacientes. A investigacao diagnostica para rastreamento do CaP consiste na medic¢ao

do nivel sanguineo do antigeno prostatico especifico (PSA) e no exame de toque retal. Na
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vigéncia de alteragdes nesses exames, a biopsia de prostata se faz necessaria para
diagnostico definitivo da doenca. O PSA, apesar de ser um excelente marcador tumoral
em muitas situacgdes, apresenta baixa especificidade para a neoplasia maligna da prostata,
podendo ter niveis anormalmente elevados em diversas condigdes, como na hiperplasia
benigna da prostata e em patologias infecciosas.

Tem sido tema de discussdo constante o risco de hereditariedade relacionada ao
CaP. Atualmente, sdo apresentadas evidéncias de heranca mendeliana em casos familiares
de neoplasia maligna da prostata. Steinberg e cols relataram que parentes em primeiro
grau de pacientes com diagnostico de CaP apresentaram risco duas a trés vezes maior de
apresentar a patologia. Segundo Carter e cols a aglomeragdo de casos entre parentes de
uma mesma familia estaria relacionada a heranca autossomica dominante de um alelo
raro (freqiiéncia populacional = 0,003). Portadores deste alelo mutante apresentariam um
risco cumulativo de 88% durante a vida de desenvolver CaP comparado com 5% dos que
ndo sdo portadores. Embora seja dito que aproximadamente 10% dos casos de CaP
ocorram em decorréncia de heranga de genes de alta penetrancia, o estudo destes casos ¢
de extrema importancia, visto que hd a possibilidade de rastreamento e preven¢ao dos
pacientes com maior risco. Estudos epidemiologicos descobriram uma gama de
associacdes entre polimorfismos genéticos especificos e o risco de desenvolver cancer de
prostata. Também sdo fatores em estudos recentes a presenca de determinados genes e
receptores no CaP e sua correlagdo com o desfecho clinico e resposta terapéutica nesse
grupo de pacientes. A presenga de marcadores especificos no cancer de prostata, portanto,

¢ vista como um campo promissor para o futuro.
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O tratamento da neoplasia maligna da prostata depende basicamente do
estadiamento da mesma. Quando o CaP ainda est4 restrito na prostata, tratamentos sao
usualmente feitos com a cirurgia de prostatectomia radical retropibica (PRR) ou
radioterapia. Menos comumente, sdo utilizados a prostatectomia radical perineal e a
braquiterapia. Os resultados de todos os tratamentos a longo prazo ainda sdo
controversos, sendo sugerido que a PRR pode ter melhor sobrevida apds 10 anos de
seguimento. Apos o CaP invadir a capsula prostatica a doenca ¢ considerada avancada.
Para esse grupo de pacientes, usualmente ndo se consegue a cura, mas existem varios
tratamentos que ajudam a controlar a doenga paliativamente; entre eles, a
hormonioterapia, quimioterapia e — mais recentemente — a imunoterapia.

E reconhecido que o ponto mais importante no tratamento das neoplasias de
prostata ¢ o estadiamento do paciente (tabela 1). Embora o estadiamento completo TNM
tenha varias subdivisdes, os pacientes podem ser subdivididos em doenca localizada
(engloba estadios T1 e T2) e doenga avangada (T3, T4, N+, M+). Um marcador que
pudesse auxiliar no estadiamento do paciente poderia ser de grande valia na decisdo
terap€utica. A avaliagdo de novos marcadores especificos para a neoplasia maligna da
prostata € extremamente importante, tanto para avaliagdo de novos critérios diagndsticos

quanto para prognostico.
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Tabela 1: Estadiamento patoldgico do cancer de prostata

TO Sem evidéncia de neoplasia

Tla Tumor encontrado apds cirurgia benigna,
5% ou menos do tecido, Gleason <7

T1b Tumor encontrado apos cirurgia benigna,
>5%  Gleason 7 ou maior

T2a Menos da metade de um lobo, unilateral

T2b Mais da metade de um lobo, unilateral

T2c¢ Tumor bilateral

T3a Extensao extra-capsular unilateral

T3b Extensdo extra-capsular bilateral

T3¢ Invasdo de vesiculas seminais

T4a Invasdo do colo vesical, esfincter externo
ou reto

T4b Invasao do elevador do anus e/ou fixa a
pelve

N+ Invasao de linfonodos

M+ Metastase a distancia

Nos ultimos anos, o grande avango da biologia molecular fez com que fosse
possivel estudar uma gama enorme de genes que comegam a se expressar em
determinadas doencgas prostaticas. Muitas pesquisas estudam a expressdo e a distribui¢ao
desses genes expressos no CaP, com resultados iniciais bastante promissores.

O DD3(PCA3) foi descrito pela primeira vez em 1994, com analises prostaticas
laboratoriais através da entdo nova técnica do differential display, que identificava
expressoes génicas em diferentes tecidos. Estudos subsequentes demonstraram que o

DD3 ¢ um RNA nao-codificante mapeado no cromossoma 9q21-22. Desde o inicio de seu
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estudo, o DD3 tem sido relacionado e encontrado em células modificadas de cancer de
prostata, alguns autores o consideram como sendo o marcador mais especifico para essa
doenga. Hessels e cols. demonstraram valor preditivo negativo de 90% e sensibilidade de
67% em bidpsias de cancer de prostata quando comparadas com células saudaveis. A
posterior detecgao do DD3 em diversos fluidos corporais — como sangue, urina e secregao
prostatica — fez com que houvesse um grande estimulo para o estudo desse gene. O DD3
tem sido estudado como marcador promissor para diagnostico do CaP em substituicdo ao
PSA, que apresenta especificidade reduzida.

A AMACR (alfa-metil coenzima A racemase) codifica uma enzima que catalisa a
racemizagdo dos tioesteres carboxilicos ramificados coenzima A, sendo localizada nos
peroxissomos e mitocondrias. A AMACR tem importante fun¢do na biossintese de acidos
biliares e beta-oxidacdo de acido graxos de cadeia ramificada. Muta¢des no gene
AMACR tém demonstrado serem causadoras de neuropatia motora-sensorial em adultos.
Estudos tém demonstrado um aumento da expressdo da AMACR nas células malignas da
prostata, atuando como um marcador sensivel e especifico para o cancer, até mesmo nos
casos precoces, estando presente em cerca de 80-100% dos casos. Além disso, a AMACR
tem sido estudada como fator auxiliar para diagndstico de neoplasias em biopsias de
prostata e como marcador soroldgico. A avaliagdo de espécimes de biopsias de prostata
com imuno-histoquimica demonstrou alta relagdo com tumores de prostata tanto com
escore de Gleason alto quanto baixo. Nao foi encontrada correlagdo entre os niveis de
AMACR com recorréncia do PSA apds cirurgia em um estudo realizado em 120

pacientes submetidos & prostatectomia radical com seguimento por trés anos. A alta
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especificidade e sensibilidade da AMACR nos tumores malignos de prostata indicam que
esse marcador pode vir a se transformar em um método auxiliar para confirmagao
diagnostica de pacientes submetidos a bidpsia de prostata.

Apesar de todos esses notdveis progressos em dire¢do a marcadores mais
eficientes para o CaP, ainda ha muitas etapas a serem realizadas até que o real papel
desses genes esteja completamente estabelecida. A expressdo desses genes em pacientes
portadores de neoplasia de prostata e a sua relagdo com o estadiamento da neoplasia
ainda nao foi completamente estabelecida. O estudo da distribuigdo génica de DD3 e
AMACR entre diversos estadiamentos de CaP ¢ muito importante no conhecimento do
prognostico da doenga, uma vez que o estddio anatomo-patolégico é o fator mais
importante no seguimento posterior dos pacientes.

O conhecimento desses marcadores moleculares em células de cancer de prostata
da populacdo de pacientes submetidos a PRR no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) proporcionara melhor avaliagdo da populacdo estudada, bem como poderd, no

futuro, auxiliar a distinguir pacientes com cancer de prostata localizado ou avangado.
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REVISAO DA LITERATURA

Cada vez mais a biologia molecular interage com a pratica médica. O atendimento
a pacientes ¢ permeado, diariamente, com aspectos técnicos relacionados a analise
génica. Diversas doencas sdo descritas e tratadas conforme sua caracterizacdo molecular,
e os avangos desse campo permitiram uma verdadeira revolucdo em diversas areas da
medicina. A neoplasia de prostata ¢ uma das doengas que se beneficiam com esse avancgo,
tendo havido um enorme progresso em seu tratamento desde a introducdo do PSA na
pratica clinica (1-3). Apesar de seu enorme sucesso, o PSA apresenta varias falhas no
cancer de prostata, especialmente na especificidade (4). A busca por novos marcadores ¢
continua, uma vez que se trata de uma doenga de grande incidéncia na populagdo
masculina, com alto impacto na sobrevida e na qualidade de vida (5).

Diversos novos marcadores genéticos vem sendo descritos com resultados
bastante promissores. Porém, ainda ndo foi completamente verificada sua valida¢do para
o0 uso clinico rotineiro. de Kok e cols. descrevem o DD3 como um dos mais promissores
marcadores génicos especificos para CaP, com potencial para uso diagnostico
futuramente, tanto em amostras de biopsia de prostata quanto em outros fluidos corporais
como sangue, urina e secrecdo prostatica (6). Nesse trabalho, os autores utilizaram a
curva-ROC para andlise de sensibilidade e especificidade, chegando a uma area sobre a
curva de 0,98%. Laxman ¢ cols. analisaram diversos marcadores, entre eles o DD3, em
amostras de sedimento de urina, chegando a conclusdo que a expressao génica pode ser

medida na urina e que a associacdo desses marcadores pode incrementar o poder
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diagnoéstico do PSA (7). Hessels e cols. compararam a expressdo de DD3 e outro
marcador (TMPRSS2-ERG) no sedimento urindrio de 78 pacientes com CaP e 30
pacientes sem cancer, com resultados de sensibilidade de 62% para DD3 e 73% usando-
se os dois marcadores combinados (8). Gils e cols. também estudaram DD3 em amostras
de sedimento urindrio, concluindo que DD3 aumenta a especificidade no diagnostico de
CaP (9).

O uso do DD3 como marcador prognostico foi muito pouco estudado até o

momento.
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OBJETIVOS

Objetivo principal: quantificar a expressdo génica de DD3 e racemase em

pacientes com neoplasia de prostata submetidos a prostatectomia radical retropubica no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Objetivos secundarios: correlacionar a expressao génica com 0 exame anatomo-
patologico dos pacientes e avaliar as diferencas dos genes encontradas em pacientes com

neoplasia de prostata localizada e avancada.
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RESUMO

O cancer de prostata (CaP) ¢ uma doenca de grande impacto na populacdo masculina
apos os 40 anos. Novos marcadores diagndsticos como DD3 e a racemase (AMACR)
vem sendo estudados no cancer de prostata, mas seu uso como fator prognostico ainda
ndo foi descrito. Objetivos: descrever e correlacionar a expressdao génica do DD3 e
AMACR nos pacientes com CaP submetidos a prostatectomia radical retroptubica (PRR);
comparar sua expressdo entre os pacientes com CaP localizado e avancado. Método:
foram coletadas amostras de 42 pacientes; a expressdo génica de DD3 e AMACR foi
medida por RT-PCR. PSA, bidpsia de prostata e anatomo-patoldgicos foram obtidos do
prontuario do paciente. Resultados: os niveis de DD3 e AMACR ndo obtiveram
correlagdo com o estadiamento do tumor. O coeficiente de correlagdao de Spearman (p) foi
-0,15 para DD3 (p = 0,39) e p = 0,17 para racemase (p = 0,49). A diferenca média no
DD3 entre CaP localizado e avangado foi de 0,74 (IC -0,70 — 0,21; p = 0,30); a diferenga
média da AMACR entre CaP localizado e avangado foi de 0,11 (IC -0,32 — 0,10; p =
0,28). Conclusdes: Os resultados desse estudo demonstram que a expressdo génica de
DD3 e AMACR nao tem correlacdo significativa entre os diversos estadiamentos de CaP.
A expressdo génica foi semelhante comparando-se os grupos de CaP localizado e
avangado.  Os dados desse estudo nao nos permitem utilizar esses genes como
marcadores progndsticos no CaP.

Palavras-chave: Cancer de prdstata, marcadores tumorais, estadiamento.
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INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) apresenta uma incidéncia estimada de
aproximadamente 52 casos para 100.000 habitantes no Brasil em 2008. No Rio Grande
do Sul, a estimativa ¢ ainda maior, ficando em 80,63 casos em 100.000 habitantes (1).
Ocupa o segundo lugar na prevaléncia das neoplasias malignas em homens ficando
somente atras das neoplasias cutineas tipo ndo-melanoma. E, a0 mesmo tempo, a
segunda causa de morte por cancer em homens, atras apenas do cancer de pulmdo. O
grande nimero de pacientes acometidos por esta patologia e seu impacto populacional
fazem com que seja considerada um problema de satde publica, sendo alvo de numerosos
estudos (2).

A investigacdo diagndstica para rastreamento do CaP consiste na medi¢cdo do
nivel sanguineo do antigeno prostatico especifico (PSA) e no exame de toque retal. Na
vigéncia de alteracdes nesses exames, a biopsia de prostata se faz necessaria para
diagnodstico da doenca (3). O PSA, apesar de ser um excelente marcador tumoral em
muitas situagdes, apresenta baixa especificidade para a neoplasia maligna da prostata,
podendo ter niveis anormalmente elevados em diversas condigdes, como na hiperplasia
benigna da prostata e em patologias infecciosas (4).

Tem sido tema de discussdo constante o risco de hereditariedade relacionada ao
CaP. Atualmente, sdo apresentadas evidéncias de heranca mendeliana em casos familiares
de neoplasia maligna da prostata. Steinberg e cols relataram que parentes em primeiro

grau de pacientes com diagndstico de CaP apresentaram risco duas a trés vezes maior de
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apresentar a patologia (5). Segundo Carter e cols a aglomeragdo de casos entre parentes
de uma mesma familia estaria relacionada a heranca autossomica dominante de um alelo
raro (freqiiéncia populacional = 0,003). Portadores deste alelo mutante apresentariam um
risco cumulativo de 88% durante a vida de desenvolver CaP comparado com 5% dos que
ndo sdo portadores (6). Embora seja dito que aproximadamente 10% dos casos de CaP
ocorram em decorréncia de heranga de genes de alta penetrancia, o estudo destes casos ¢
de extrema importancia, visto que hd a possibilidade de rastreamento e preven¢ao dos
pacientes com maior risco. Estudos epidemiologicos descobriram uma gama de
associacoes entre polimorfismos genéticos especificos e o risco de desenvolver cancer de
prostata (7,8). Também sdo fatores em estudos recentes a presencga de determinados genes
e receptores no CaP e sua correlagdo com o desfecho clinico e resposta terap€utica nesse
grupo de pacientes. A presenca de marcadores especificos no cancer de prostata, portanto,
¢ vista como um campo promissor para o futuro(9).

O tratamento da neoplasia maligna da prostata depende basicamente do
estadiamento da mesma, sendo sugerido tratamento cirurgico ou radioterdpico para
doenca confinada a prostata e hormonioterapia, quimioterapia e — mais recentemente — a
imunoterapia para as doencas avancgadas. E reconhecido que o ponto mais importante no
tratamento das neoplasias de prostata ¢ o estadiamento do paciente (tabela 1) (10).
Embora o estadiamento completo TNM tenha vérias subdivisdes, os pacientes podem ser
subdivididos em doenca localizada (engloba estadios T1 e T2) e doenca avangada (T3,
T4, N+, M+). Um marcador que pudesse auxiliar no estadiamento do paciente poderia ser

de grande valia na decisdo terapéutica. A avaliagdo de novos marcadores especificos para
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a neoplasia maligna da prdstata ¢ extremamente importante, tanto para avaliacdo de

novos critérios diagndsticos quanto para prognostico (11).

Tabela 1: Estadiamento patologico do cancer de prostata

TO Sem evidéncia de neoplasia

Tla Tumor encontrado apds cirurgia benigna,
5% ou menos do tecido, Gleason <7

T1b Tumor encontrado apds cirurgia benigna,
>5% Gleason 7 ou maior

T2a Menos da metade de um lobo, unilateral

T2b Mais da metade de um lobo, unilateral

T2c¢ Tumor bilateral

T3a Extensdo extra-capsular unilateral

T3b Extensdo extra-capsular bilateral

T3¢ Invasdo de vesiculas seminais

T4a Invasdo do colo vesical, esfincter externo
ou reto

T4b Invasao do elevador do anus e/ou fixa a
pelve

N+ Invasao de linfonodos

M+ Metastase a distancia

Nos ultimos anos, muitas pesquisas estdo tentando demonstrar diversos genes que
podem, de alguma forma, estar ligados a doengas prostaticas. O DD3 ¢ um marcador que
tem sido relacionado e encontrado em células modificadas de cancer de prostata. Alguns
autores o consideram como sendo o marcador mais especifico para esta doenca. Hessels e
cols. demonstraram valor preditivo negativo de 90% e sensibilidade de 67% em biopsias

de cancer de prostata quando comparadas com células saudaveis (12). O DD3 tem sido
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estudado como marcador promissor para diagnostico do CaP em substituigdo ao PSA, que

apresenta especificidade reduzida (9,13,14).
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A AMACR (alfa-metil coenzima A racemase) codifica uma enzima que catalisa a
racemizacgdo dos tioesteres carboxilicos ramificados coenzima A, sendo localizada nos
peroxissomos e mitocondrias (15). A AMACR tem importante fun¢do na biossintese de
acidos biliares e beta-oxidacdo de acido graxos de cadeia ramificada. Mutacdes no gene
AMACR tém demonstrado serem causadoras de neuropatia motora-sensorial em adultos.
Estudos tém demonstrado um aumento da expressao da AMACR nas células malignas da
prostata, atuando como um marcador sensivel e especifico para o cancer, at¢ mesmo nos
casos precoces, estando presente em cerca de 80-100% dos casos (11,16). Além disso, a
AMACR tem sido estudada como fator auxiliar para diagnostico de neoplasias em
biopsias de prostata e como marcador soroldgico. A avaliacdo de espécimes de bidpsias
de prostata com imuno-histoquimica demonstrou alta relagdo com tumores de prostata
tanto com escore de Gleason alto quanto baixo (17). Nao foi encontrada correlagdo entre
os niveis de AMACR com recorréncia do PSA apos cirurgia em um estudo realizado em
120 pacientes submetidos a prostatectomia radical com seguimento por 3 anos (18). A
alta especificidade e sensibilidade da AMACR nos tumores malignos de prostata indicam
que esse marcador pode vir a se transformar em um método auxiliar para confirmagao
diagndstica de pacientes submetidos a biopsia de prostata (19,20).

Contudo, o real papel tanto do DD3 quanto da AMACR ainda estd em estudo. A
expressao desses genes em pacientes portadores de neoplasia de prostata e a sua relacao
com o estadiamento da neoplasia ainda ndao foi completamente estabelecida. O
conhecimento desses marcadores moleculares em células de cancer de prostata da

populacao de pacientes submetidos a cirurgia no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
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(HCPA) proporcionara melhor avaliagdo da populacao estudada, bem como poderd, no
futuro, auxiliar a distinguir pacientes com cancer de prostata localizado ou avangado.

O objetivo desse trabalho ¢ quantificar a expressdo génica de DD3 e racemase em
pacientes com neoplasia de prostata submetidos a prostatectomia radical retroptbica e
correlacionar a expressdo génica com o exame andtomo-patoldgico dos pacientes, bem
como avaliar as possiveis diferencas dos genes encontradas em pacientes com neoplasia

de prostata localizada e avangada.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento e Coleta de Dados: Trata-se de um estudo transversal realizado no
Hospital de Cinicas de Porto Alegre com pacientes submetidos a prostatectomia radical
retropubica (PRR). Os pacientes foram selecionados ao acaso, conforme a ordem
cronologica de cirurgias e a disponibilidade da equipe de realizar a coleta. A amostra de
tecido prostatico foi coletada o mais breve possivel apds a retirada do espécime cirurgico.
Entre 1-2 cm cubicos foram propriamente retirados do tecido prostéatico, colocados em
nitrogénio liquido e transportados para o laboratorio. Os niveis de PSA pré-operatorio,
biopsia de prostata e resultados de exames andtomo-patoldgicos (AP) foram coletados do
prontudrio do paciente. Os AP foram sumarizados seguindo-se a classificagio TNM
(tabela 1).

Critérios de inclusido: Pacientes com CaP submetidos a cirurgia de PRR no
HCPA.

Critérios de exclusdo: Hormonioterapia prévia ao tratamento cirirgico.

Extracao de RNA total: As amostras foram submetidas a extracdo do RNA total
com o reagente Trizol®, utilizando-se o protocolo do fabricante (Life Technologies, Inc.,
Breda, Netherlands). O RNA foi quantificado espectrofotometricamente a 260 nm,
utilizando-se aliquotas de 1 ul de RNA das amostras diluido em 499 ul de dgua, lidas em

duplicata. A concentracdo de RNA na soluc¢do original foi calculada pela seguinte formula
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(considerando-se que uma unidade de absorbancia a 260 nm corresponde a 40 ul de RNA

por ml de solugdo):
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[RNA] =A20 X D X 40 ug/ml

onde A = absorbancia e D = dilui¢do da aliquota usada para a quantificacao.

Avaliacao da expressdo génica por RT-PCR: A expressao do mRNA dos genes
DD3 e AMACR foi avaliada indiretamente pela técnica da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) a partir de transcricdo reversa (RT), ou RT-PCR. A sintese do cDNA
foi feita a partir de 2 ug de RNA total, usando-se o kit Super-Script First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies®), seguindo os passos do protocolo
indicado pelo fabricante. O ¢cDNA foi armazenado a -20°C até a amplificagdo por PCR.
As reagdes de PCR foram feitas utilizando-se oligonucleotideos especificos (primers)
para cada gene em estudo. As reagdes de PCR para todos os genes tiveram suas condi¢des
padronizadas (temperatura, numero de ciclos, quantidade de oligonucleotideos,
quantidade de cDNA), a fim de otimizar as condi¢des das reagdes para que os dados nao
fossem analisados em plato. Os resultados das amplificagdes foram visualizados através
de eletroforese em gel de agarose, e a quantificacio do mRNA foi feita através da analise

densitométrica das bandas através do sistema de captacao de imagem ImageMaster VDS.

Aspectos Estatisticos: As distribuicdes de DD3 e racemase foram caracterizadas
pela média, mediana, desvio-padrdo e valores extremos. Os dados foram correlacionados
através do coeficiente de correlagdo de Spearman (p). Posteriormente, foi realizada
transforma¢do logaritmica na expressdo dos genes, para aproximagdo adequada da
distribuicao normal. O estadiamento foi subdividido entre dois grupos: localizado (T1 e

T2) e avangado (T3, T4, N+, M+). A distribui¢do dos genes nos grupos foi estudada
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utilizando-se o teste t de comparacdo entre duas amostras. O nivel de significancia foi
considerado significativo como p < 0,05, com intervalo de confianca de 95%.

Aspectos Eticos: O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre e ao Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). Os
pacientes foram entrevistados e assinaram termo de compromisso livre e esclarecido

concordando com a coleta de material prostatico (anexo 1).
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RESULTADOS

Foram coletadas amostras de tecido prostatico de 42 pacientes entre outubro de
2006 a marco de 2008 (tabela 2). A idade média foi 62,60 + 6,86 anos (47 — 72). O nivel
de PSA oscilou entre 1,70 e 73,30 ng/ml, com média de 10,66 + 13,76. A bidpsia de
prostata (figura 1) foi positiva no lobo esquerdo em 17,1% dos pacientes (7 casos),
positiva a direita em 34,1% (n = 14) e bilateral em 48,8% dos pacientes (n = 20). Um

paciente nao tinha registro do PSA e da biopsia.

Tabela 2: Dados clinico-laboratoriais

Variav Méd Media Mi Ma N

el ia na n X
Idade 62,6 - 47 72 4
0 2
PSA 106 687 17 73, 4
6 30 1
DD3 123 102 04 29 3
1 0 5
Direita
AMA 074 059 03 24 1
CR 0 0 9

Esquerda

Figura 1

Dados da biopsia de prostata:
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Bilateral- neoplasia em ambos os lobos;
Direita- neoplasia no lobo direito

Esquerda- neoplasia no lobo esquerdo
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Anatomo-patolégicos: Vinte e trés pacientes (54,8%) apresentavam doenca
localizada, todos em estadio T2. A doenca avancada foi achada em 19 pacientes (45,2%),
15 com estadio T3 e quatro com estddio T4. O sumdrio dos achados pode ser visto na

tabela 3.

Tabela 3: Achados anatomo-patologicos

Estadio Frequéncia Percentual Perc. Cumulativo Localizado/Avangado

Tla 0 0 0 Localizado

T2a 7 16,7 16,7 Localizado

T2¢ 13 31,0 54,8 Localizado

T3b 2 4.8 81,0 Avancado

T4a 4 9,5 100,0 Avangado

N+ 0 0 100,0 Avangado
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DD3: A andlise da expressdo do gene DD3 pdde ser analisada em 35 pacientes
(figura 2), com média de 1,23 (0,41 — 2,90) e desvio-padrao 0,60 (tabela 2). Nao houve

correlacdo significativa entre DD3 e estadiamento (p = -0,15, p = 0,39) (figura 3).

B2m 623 pb

DD3 179 pb

Figura 2: Gel de agarose a 2% representando as bandas de DD3 (179 pb) e de 2m (623 pb) em

amostras de CaP.
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Figura 3: Grafico de dispersdo. DD3- Expressdo génica de DD3 em Unidades Arbitrarias — UA.

Nota-se dispersdo homogénea do gene sobre os diversos estadiamentos anatomo-patologicos.
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A média da expressdao génica de DD3 no grupo de neoplasias localizadas foi de
1,36 + 0,71. No grupo de neoplasias avancadas, a média foi 1,07 + 0,42. O teste t foi
utilizado para a comparagdo entre os grupos de neoplasia localizada e avancada, sendo
necessaria a transformagao logaritmica do DD3 (figura 4). Essa analise ndo demonstrou
diferenga significativa entre os dois grupos, com diferenca média de 0,74 e intervalo de

confiancga entre -0,70 a 0,21 (p = 0,30).

LOGDD3

N= 19 16

localizado avang¢ado

Figura 4: Distribuicdo do DD3 nos AP localizado e avangado. LOGDD3- Expressdo génica
logaritmica de DD3 em Unidades Arbitrarias (UA). Os valores negativos aparecem devido a transformagao

logaritmica.
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AMACR: O gene da racemase teve média de 0,74 (0,30 — 2,40) e desvio-padrao
0,46. Os resultados foram aferidos em 19 pacientes (figura 5). Nao houve correlagdao

significativa entre a correlacdo entre os niveis de AMACR e o estadiamento (p = 0,17, p

=0,49) (figura 6).

B2m 623 pb

AMACR 189 pb

Figura 5: Gel de agarose a 2% representando as bandas de AMACR (189 pb) e de f2m (623 pb)

em amostras de CaP.
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Figura 6: Gréafico de dispersdo. AMARC- Expressdo génica de racemase em UA. Nota-se

dispersdo homogénea do gene sobre os diversos estadiamentos anatomo-patologicos.
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A expressdo génica da AMACR em pacientes com cancer de prostata localizado
teve média 0,61 + 0,30. A média no grupo avancado foi 0,81 + 0,54. Ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os dois grupos, com diferenca média de 0,11 entre os grupos

e intervalo de confianga entre -0,32 ¢ 0,10 (p = 0,28) (figura 7).

LOGAMARC

N= 7 12
localizado avang¢ado

Figura 7: Distribui¢do da racemase nos AP localizado e avangado. LOGAMARC- Expressdo
génica logaritmica de racemase em UA. Os valores negativos aparecem devido a transformacdo

logaritmica.
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DISCUSSAO

Atualmente, ha uma busca intensa em direcdo a marcadores nas doencas
prostaticas. Devido a grande incidéncia de CaP, qualquer progresso feito pode ter impacto
populacional significativo em termos de sobrevida, qualidade de vida e do custo ao
sistema publico de saude, especialmente em locais onde as taxas de CaP sdo mais altas.
Existem poucos estudos que comparam a expressao génica de novos marcadores com
estadiamentos anatomo-patologicos. Nosso estudo apresentou a correlacao feita entre os
varios estadios de pacientes submetidos a PRR e também mostrou a comparagdo da
expressao génica entre pacientes com CaP localizado e avangado.

Os niveis de PSA nesse estudo ficaram majoritariamente até 10 ng/ml, porém,
dois pacientes apresentavam PSA acima de 60,00 ng/ml (um paciente com valor 73,30
ng/ml), o que desviou a média para o nivel de 10,66 ng/ml.

Os casos de doenca prostatica avancada estdo um pouco acima do encontrado na
literatura, fator que pode ser explicado, em parte, pela dificuldade e/ou demora ao acesso
do paciente ao sistema publico de saude. O alto nivel de bilateralidade na biopsia de
prostata corrobora esse achado. Amling e cols. descreveram, em uma andlise de 2782
pacientes com CaP, 68% de casos localizados e 32% avangados (21). Ja Pettus e cols.
analisaram 800 casos de prostatectomia radical, com 62,25% dos pacientes sendo
estadiados como cancer localizado (22).

Os avangos recentes na area de biologia molecular sao bastante promissores, com

estudos genéticos cada vez mais interligados na area médica. O DD3 vem sendo estudado
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como um novo marcador com maior especificidade em CaP, mas ha poucos trabalhos
comparando sua expressdo entre os diversos estadiamentos neoplésicos. Nossa amostra
demonstrou uma distribuicdo de DD3 semelhante nos diferentes estadios da neoplasia.
Taskén e cols. citam o DD3 e AMACR como novos potenciais marcadores para cancer de
prostata, mas ndo descreveram seu uso clinico (23), Schemk-Braat e cols. também
fizeram descri¢cdo de varios novos marcadores em estudo - entre eles o DD3 - mas
também sem validacao clinica (24). Tao e cols. demonstraram expressao aumentada de
DD3 em CaP, comparando com ndo-portadores de cancer. Contudo, ndo foi feita
comparacdo entre os estadiamentos neoplésicos (25). Bialkowska - Hobranska e cols.
analisaram retrospectivamente o DD3 de 26 pacientes com CaP, ndo demonstrando
correlacdo com estadiamento patologico (26).

A AMACR também nao obteve correlagio com estadiamento, sendo sua
distribui¢do semelhante nos diversos grupos AP. A comparacdo da expressao génica entre
os grupos de cancer localizado e avancado ndo demonstrou diferenga significativa. Zielie
e cols. descreveram o potencial uso da AMACR juntamente com PSA em secre¢do
prostatica como método auxiliar no diagnostico de CaP (27). Stewart e cols. analisaram a
utilidade da AMACR na rebidpsia de prostata em pacientes com neoplasia intra-epitelial,
mas ndo a descreve como marcador prognostico (28). Uma coorte de 4,8 anos de duragao
(Rubin e cols.) demonstrou maior recorréncia do CaP quando pacientes apresentavam
expressao baixa de AMACR, sugerindo que a expressao elevada do gene esteja

relacionada com melhor prognostico e a expressao baixa, com pior prognostico (29).
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Nosso estudo descreveu a expressdo dos genes DD3 e AMACR numa populacio
de pacientes submetidos & PRR no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Os resultados
demonstram que ndo houve diferenca da expressdo génica nos estadiamentos anatomo-

patoldgicos, ndo sendo possivel, nesse trabalho, utilizar esses genes como marcadores

prognosticos de CaP.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do estudo: Avaliacao de marcadores moleculares em células neoplésicas
de prostata

Prezado Sr.:

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas que
possam estar associadas ao surgimento e crescimento de tumores prostaticos. Dentre os
doengas prostaticas, a hiperplasia prostatica benigna e o cancer de prostata apresentam
alta incidéncia na populacdo. A expressdo modificada de alguns genes pode alterar o
tecido normal da prostata e levar a formagdo desses tumores. Como o Sr. tem o

diagnostico de e lhe foi recomendado cirurgia,

gostariamos de convidé-la para participar do estudo. Caso aceite, sua participacdo no
estudo consistira em uma coleta de amostra de sangue no dia da sua cirurgia e a permitir
que apos retirada da peca cirargica dois pequenos fragmentos da mesma (10 mm x 5 mm)
sejam encaminhados para estudo genético. O restante da peca cirirgica sera destinado ao
exame histopatologico normal. Portanto, ndo haverd modificagdo da técnica cirargica. O

material serd coletado ap6s término da cirurgia.
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Quanto a coleta sangiiinea, o Sr. serd submetida a coleta de 10 ml de sangue
venoso, no dia da cirurgia, com o objetivo de realizar dosagens hormonais. Os riscos
envolvidos com essa coleta sdo minimos, sendo a ocorréncia de pequenos hematomas/

equimoses a alteragao mais comum.

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras por até 5 anos para que outras
caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de nosso grupo
(nesse caso, estes trabalhos serdo também apresentados ao Comité de Etica em Pesquisa
e, se possivel, serd solicitado novo Termo de Consentimento como este). No futuro, essas
caracteristicas poderdo auxiliar na identificagdo precoce de pacientes sob risco de
desenvolver tumores de prostata. No entanto, os resultados deste estudo ndo trardao
beneficios diretos para a senhor.

O Sr. ¢ livre para decidir por participar ou nao do estudo, € sua recusa nao
implicara em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas as informagdes
obtidas estardo a sua disposicdo se assim desejar. Todos os resultados referentes a
pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua total
confidencialidade.

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto sdo o Prof. Dr. Walter J. Koff, o
Prof. Dr. Milton Berger, o Dr. Luigi Brescianini (fone: 92831743), o Dr. Daniel Melecchi
(fone: 99838297) e o Dr Marcelo Quintanilha (fone: 92492624). Caso o Sr. tenha
qualquer duvida sobre o projeto podera nos contactar nos telefones indicados acima.
Tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta

Instituicao.
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Eu, , fui informado dos objetivos e da

justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada, bem como do procedimento de coleta
de sangue a que serei submetido e das determinacdes de caracteristicas genéticas que
serdao feitas. Recebi também a garantia de resposta a duavidas ou esclarecimentos

relacionados a pesquisa e da seguranca da confidencialidade dos dados obtidos.

Local e data

Paciente ou responsavel

Pesquisador
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ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer (PCa) is a major public health issue in men older
than 40 years old. New genetic diagnostic markers like DD3 and racemase (AMACR)
have been subject of several studies in prostate cancer, but the real value of these markers
in terms of prognosis has not been studied yet. Objectives: To describe and correlate DD3
and AMACR gene expression in PCa patients who underwent radical retropubic
prostatectomy (RRP), and to compare their expression in patients with localized and
advanced tumors. Methods: Forty two prostate samples were collected. DD3 and
AMACR gene expression were measured by Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR). Clinical and pathological data were obtained from patient’s registry.
Results: DD3 and AMACR did not correlate with pathological stage. Spearman’s
correlation coefficient was p = -0.15 (p = 0.39) and p = 0.17 (p = 0.49) for DD3 and
AMACR, respectively. Mean difference in DD3 expression between localized and
advanced disease was 0.74 (CI -0.70 — 0.21; p = 0.30); mean difference in AMACR
between groups was 0.11 (CI -0.32 — 0.10; p = 0.28). Conclusions: Comparison of gene
expression between localized and advanced tumors has not shown significant differences.
Correlation among different pathological groups was not significant. DD3 and AMACR,
although expressed in prostate cancer tissue, cannot be used as prognostic markers.

Key-Words: Prostate cancer, tumor markers, staging
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INTRODUCTION

Prostate cancer has an overall incidence of 52 cases per 100,000 inhabitants in
Brazil. Only in Rio Grande do Sul, we have estimated 80.63 cases per 100,000
inhabitants in 2008 (1). This is the second most common cause of malignant neoplastic
diseases, only getting behind non-melanoma cutaneous cancer. At the same time, the
prostate cancer is the second leading cause of death among neoplastic diseases in men,
being pulmonary cancer the number one. The impact of men with this disease makes
prostate cancer be considered a public health problem, with a very large amount of
studies (2).

Screening investigation for prostate cancer is made measuring blood levels
Prostate-Specific Antigen (PSA), plus digital rectal examination. If any of these exams is
considered abnormal, one should perform biopsy of the prostate in order to confirm the
cancer diagnosis (3). Despite PSA being an excellent tumoral marker, it has low
specificity for malignant prostate disease. PSA levels can be elevated in many conditions,
like in benign prostatic hyperplasia and in prostatic infections (4).

Heredity is a controversial theme in prostate cancer. There are evidences of
Mendelian inheritance in familiar cases. Steinberg et al related a two or three-fold
increase in cancer risk when first-degree relatives had a diagnosis of prostate cancer (5).
According to Carter et al, the agglomeration of cases among relatives of the same family
would be related to autossomic dominant inheritance of a rare allele (populational

frequency = 0.003). People with this allele could have a lifetime cumulative risk of
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prostate cancer of 88%, comparing with 5% of non-carriers (6). Although only 10% of
prostate cancer occurrence is due to the inheritance of high-penetrance genes, the study of
these cases are very important, once one could identify these high-risk patients and,
therefore, perform a better screening and prevention. Epidemiologic studies discovered a
large association between genetic polymorphism and the risk of prostate cancer
development (7,8). Some genes and cellular receptors are also subjects of studies,
including their correlation with patient’s clinical outcome and therapeutic response. The
presence of specific markers in prostate cancer is a very promising field in terms of
diagnosis, treatment and prognosis (9).

The treatment of prostate cancer is guided according to the stage of the disease. In
localized cancer, the treatment is usually surgery or radiotherapy. In advanced prostate
cancer, there is no definitive therapy, although palliation can be achieved in most cases
with hormonotherapy, chemotherapy and — more recently — immunotherapy. It’s widely
accepted that the most important predictor of cancer outcome is the patient’s stage (table
1) (10). Although the complete TNM system has several divisions, we can divide all the
patients into localized cancer (including stages T1 and T2 — confined to the prostate) and
advanced cancer (stages T3, T4, N+, M+, all of these outside the prostate capsule). Any
new specific marker targeting diagnosis and prognosis would consist in very important

data (11).
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Table 1: Pathological Staging of prostate cancer

TO No evidence of primary tumor

Tla Tumor found in tissue after benign
surgery, 5% or less is cancerous and
Gleason score < 7

T1b Tumor found in tissue after benign
surgery, > 5% is cancerous and Gleason
score 7 or higher

T2a Tumor involves less than half of one lobe

T2b Tumor involves more than half of one
lobe, but not both lobes

T2c Tumor involves more than one lobe
T3a Unilateral extracapsular extension
T3b Bilateral extracapsular extension

T3¢ Tumor invades seminal vesicle(s)
T4a Tumor invades bladder neck, external

sphincter and/or rectum

T4b Tumor invades levator muscle and/or
fixed to pelvic wall

N+ Metastasis in regional lymph nodes

M+ Distant metastatic spread

In recent years, a lot of research is being conducted to demonstrate several genes
somewhat linked to prostatic diseases. DD3 is a new marker that has been related and
found in modified prostate cancer cells. Some authors consider DD3 the most specific
marker for carcinoma of the prostate. Hessels et a/ have shown negative predictive value
of 90% and sensibility of 67% in prostate cancer biopsies, comparing with normal cells
(12). DD3 is being studied as a promising marker with some better characteristics than

the low-specific PSA (9,13,14).
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AMACR (Alpha-Methylacyl Coenzyme A Racemase) codifies an enzyme that
makes the catalytic racemization of carboxylic ramified coenzyme A thioesters. AMACR
is located in peroxyssomes and mitocondries (15). Racemase has an important function in
biliary acids biosynthesis and beta-oxidation of ramified chain fatty-acids. Mutation of
AMACR’s gene occurs in some motor-sensory neuropathy in adults. Studies are
demonstrating an AMACR’s overexpression in malignant prostate cells, acting as a
sensitive and specific marker of cancer, even in early cases, occurring in 80 to 100% of
all cases (11, 16). Besides, AMACR is also being studied as a serologic marker and as an
auxiliary factor in the diagnosis of prostate cancer in biopsy samples. The evaluation of
prostatic biopsy specimens with immunohistochemical staining was related with prostate
tumors, regardless of the Gleason score (17). No correlation with AMACR levels and
PSA levels was found after surgery in a 3- year follow-up study carried out with 120
patients who underwent radical prostatectomy (18). AMACR’s high sensibility and
specificity in malignant tumors indicate a potential new marker in diagnosis confirmation
in patients who undergo doubtful biopsy of the prostate (19, 20).

Despite all the progress toward new markers, the complete role of DD3 and
AMACR is still under study. The expression of these genes in patients with prostate
cancer and the relationship with neoplasia staging has not been established yet.
Knowledge of these molecular markers in prostate cancer cells in patients who undergo
radical retropubic prostatectomy in Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) will
provide better assessment of the studied population and may, in the future, help to

distinguish patients with localized or advanced prostate cancer.
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The purposes of this study are to evaluate the gene expression of DD3 and
AMACR in patients with prostate cancer who undergo radical retropubic prostatectomy
RRP), and to correlate the gene expression with pathologic stage findings and measure

the gene patterns between localized and advanced cancer.
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METHOD

Study Design: This is a cross-sectional study performed in Hospital de Clinicas
de Porto Alegre with surgically treated prostate cancer patients. All the patients were
recruited according to their scheduled surgery in chronological order and the availability
of the collecting team. The tissue sample was collected as soon as possible after the
extraction of the prostate. Approximately 1-2 cc was properly collected, stored in liquid
nitrogen and carried to the laboratory. Preoperative PSA levels, biopsy of the prostate
data and pathologic results were collected from patient’s registry. Pathologic findings
were summarized according to the TNM classification (table 1).

Inclusion criteria: Patients with prostate cancer that undergo RRP surgery.

Exclusion criteria: Hormonotherapy prior surgical treatment.

Total RNA extraction: Tissue’s total RNA was extracted with Trizol® reagent,
using the manufacturer’s protocol (Life Technologies, Inc., Breda, Netherlands). RNA
was spectrophotometrically quantified at 260 nm using 1 ul aliquot’s RNA in the samples
diluted in 499 ul of water, read in duplicate. RNA’s concentration in original solution was
calculated by this formula (considering the correspondence of one absorbance unit at 260
nm to 40 ul of RNA per ml of solution):

[RNA] = A20 X D X 40 ug/mL
Were A = absorbance and D = aliquot’s dilution to quantify
RT-PCR gene expression evaluation: DD3 and AMACR mRNA expression was

evaluated indirectly by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
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technique. cDNA synthesis was made initially with 2 ug of total RNA, using the Super-
Script First-Strand Synthesis System for RT-PCR kit (Invitrogen, Life Technologies®),
following the manufacturer’s indicated steps. cDNA was kept frozen in -20° C (-4° F)
until the PCR amplification. PCR reactions were made using specific primers for each
studied gene. All the genes’ PCR reactions had their conditions patternized (temperature,
cycle numbers, primers quantity, cDNA quantity), in order to optimize the reaction
condition to avoid the data analysis in plateau. The results of the amplifications were
visualized by agarose gel electrophoresis, and the quantification of mRNA was performed
analyzing the density of the bands using the ImageMaster VDS image caption system.

Statistics: Distribution of DD3 and AMACR were characterized in terms of
mean, median, standard deviation and extreme values. These data were correlated using
the Spearman’s rho coefficient (p). Afterwards, the genes expression had logarithmic
transformation to achieve a normalized distribution. The pathological stage was divided
into two groups: localized (T1 and T2) and advanced (T3, T4, N+, M+). A two-sample t-
test was used to analyze the gene distribution between the groups. Significance was
considered as p < 0.05, confidence interval (CI) of 95%.

Ethical aspects: This study was submitted to the Ethics Committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre and the Brazilian National Committee of Ethics in Research
(CONEP). All the patients were interviewed and signed a term agreeing with the

collection of a prostate sample (annex 1).
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RESULTS

Forty-two patients had prostate tissue collected (October 2006 to March 2008),
the data are summarized in table 2. The mean age was 62.60 = 6.86 years old (range 47 to
72). PSA levels range were 1.70 to 73.30 ng/ml, mean 10.66 + 13.76. The biopsy of the
prostate (figure 1) was positive in left lobe in 17.1% (7 cases), positive in right lobe in
34.1% (14 cases) and bilateral in 20 patients (48.8%). One patient had PSA and biopsy

data missing.

Table 2: Clinical and laboratorial data

Variab Mea Medi Mi Ma N

le n an n X
Age 62.6 - 47 72 4
O 2 Bilateral
PSA 10.6 6.87 1.7 733 4
6 0 0 1
DD3 1.23 1.02 04 290 3
1 5
AMAC 0.74 0.59 03 240 1
R 0 9

Figure 1: Biopsy of the prostate
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Bilateral- neoplasia in both lobes;
Right- right lobe cancer

Left- left lobe cancer

Pathological aspects: twenty-three patients (54.8%) had localized disease, all of
them in T2 stage. Advanced disease was found in 19 patients (45.2%), 15 in T3 stage and

four in T4 stage. Pathologic summary can be viewed in table 3.

Table 3: Pathologic stage findings

Stage Frequency Percentual Cumulative Perc Localized/Advanced

Tla 0 0 0 Localized

T2a 7 16.7 16.7 Localized

T2¢ 13 31.0 54.8 Localized

T3b 2 4.8 81.0 Advanced

T4a 4 9.5 100.0 Advanced

N+ 0 0 100.0 Advanced

68



69



DD3: Gene expression could be asserted in 35 patients (figure 2), with mean 1.23
+ 0.60 Arbitrary Units (UA), range 0.41 — 2.90 (table 2). The correlation between DD3

and pathological staging was not significant (p = -0.149, p = 0.39) (figure 3).

p2m 623

DD3 179

Figure 2: agarose 2% gel representing DD3 bands (179 bp) and f2m (623 bp) in PCa samples

3,0
[
[
2,54
[
[ ]
2,01 AP
[ ]
T4a
L4 °
1,51 1 T3¢
(J
e % T3b
° °
1,01 ° g8 o ® T3
[ [ ]
[ ]
o o ® T2
51 ° ° T2b
2] ® T2a
() _
a 00

Figure 3: Scatter of gene expression. DD3- gene expression of DD3 in Arbitrary Units (AU).

Homogeneous dispersion is seen among the pathologic stages.
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DD3 mean expression in localized neoplasia group was 1.36 £ 0.71. In the
advanced group, the mean was 1.07 + 0.42. Logarithmic transformation was performed
and the t-test was used to compare means between the groups (figure 4). This analysis has
not shown a significant difference between the groups, with mean difference of 0.74 (CI

-0.70 — 0.21, p = 0.30).

2

LOGDD3

N= 19 16

localized advanced

Figure 4: DD3 distribution between localized and advanced cancer. LOGDD3- Logarithmic

expression of DD3 in AU. Negative values are seen due to logarithmic transformation.
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AMACR: Results were asserted in 19 patients (figure 5), with mean 0.74 + 0.46

AU (range 0.30 — 2.40). Correlation between AMACR and pathologic stage again was

not significant (p = 0.16, p = 0.49) (figure 6).

B2m 623 bp

AMACR 189 bp

Figure 5: agarose 2% gel representing AMACR bands (179 bp) and 2m (623 bp) in PCa samples
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Figure 6: Scatter of gene expression. AMARC- gene expression of racemase in AU. Again, there is

homogeneous dispersion among the pathologic stages.
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AMACR gene expression in localized cancer patients had a mean of 0.61 + 0.30.
Mean in advanced disease was 0.81 + 0.54. Statistical difference between the groups was

not significant (mean difference 0.11, CI -0.32 — 0.10, p = 0,28) (figure 7).

-0

LOGAMARC

N= 7 12
localized advanced

Figure 7: AMACR distribution between localized and advanced cancerr LOGAMARC-

Logarithmic expression of racemase in AU. Negative values are seen due to logarithmic transformation.
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COMMENTS

Many studies are being conducted towards new markers of prostatic diseases. Due
to its high incidence, any progress in PCa could have important population impact in
terms of survival, quality of life and costs to public health system. There are very few
studies that compare new marker’s gene expression with pathological staging. Our
sample correlated DD3 and AMACR expression among PCa stages and compared the
distributions of the genes in localized and advanced PCa groups.

In our study, the PSA levels were < 10.00 ng/ml in most cases. However, two
patients had levels higher than 60.00 ng/ml, deviating the mean to 10.66 ng/ml. The
advanced prostate cancer stages were higher than reported in the literature, and this may
be in part due to the difficulty of the patient to access the public health system in Brazil,
leading to a time delay in treatment. The high level of cases of bilateral cancer in biopsy
support these findings. Amling et al described a 2,782 patient analysis with 68%
localized prostate cancer and 32% advanced cancer (21). Pettus et al reported 800 RPP
cases, 62.25% being localized (22).

Recent advances in molecular biology are really promising, being genetics and
clinical medicine increasingly interrelated. The DD3 is being studied as a new marker
with greater specificity, but there are few papers comparing its expression among the
prostate cancer pathologic stages. Our sample has shown an equal distribution of DD3 in
the different stages of prostate cancer. Taskén et al cite DD3 and AMACR as new

potential markers to prostate cancer, but they didn’t describe their clinical use (23),
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Schemk-Braat et al also performed several new markers — DD3 among them — but they
didn’t evaluate their clinical use (24). Tao ef a/ have shown a higher DD3 expression in
prostate cancer comparing to non-prostate cancer patients, yet DD3 was not compared
with the pathologic stage (25). Bialkowska — Hobranska et al analyzed retrospectively
DD3 expression in 26 patients, without pathological stage correlation (26).

AMACR also has no correlation with pathologic staging, being its distribution
similar in the several stages. The gene expression of AMACR between localized versus
advanced cancer also showed no significant difference. Zielie e/ al described the
AMARC’s potential role using it with PSA in prostatic secretions as an auxiliary method
in diagnosing prostate cancer (27). Stewart et al analyzed the utility of AMACR in
rebiopsies of intra-epithelial neoplasia of the prostate, not describing AMACR as a
prognostic marker (28). A 4.8-year cohort (Rubin et al) has showed higher cancer
recurrence when the patients had low expression of AMACR, suggesting that the higher
expression of the gene could be linked to a better prognosis (29).

Our study has described the expression of DD3 and AMACR in patients
submitted to RRP in Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The results showed that there
was no difference in gene expression in the pathologic stages. According to this study,

DD3 and AMACR cannot be used as prognostic markers.
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