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IDENTIFICACAO DE BIOMARCADORES URINARIOS PARA O DIAGNOSTICO
DO CANCER DE PROSTATA
Raiane Medeiros Pinheiro, Karina Mariante Monteiro
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

O céncer de prostata (CaP) € o segundo tipo de cancer mais comum em homens e a sexta causa
de mortes relacionadas ao cancer na populagdo masculina mundial. O CaP é classificado como
um tumor de bom prognostico se diagnosticado precocemente, porém os exames utilizados
atualmente apresentam limitacdes importantes. O teste sorolégico do Antigeno Prostatico
Especifico (PSA, do inglés Prostate-Specific Antigen) possui baixa especificidade, enquanto a
bidpsia do tecido prostéatico pode resultar em diagnostico falso negativo. Sendo assim, surge a
necessidade de identificar novos biomarcadores que possam diagnosticar o CaP precocemente
de maneira precisa e nao invasiva. Alguns estudos apontam que a urina é uma fonte mais
interessante do que o sangue para a detec¢do de biomarcadores de tumores uroldgicos, pois
pode ser obtida de forma ndo invasiva e em grandes volumes. Além disso, sua composicdo
reflete o estado fisioldgico/patolégico dos principais tecidos urolégicos. Dessa forma, esse
trabalho propbe a anélise em larga-escala de peptideos e miRNAs circulantes na urina de
pacientes com CaP, hiperplasia prostatica benigna (HPB) e individuos saudaveis para a
identificacdo de potenciais biomarcadores para o CaP. Amostras de urina de pacientes com
suspeita de CaP/HPB foram coletadas antes do exame de biopsia e serdo divididas nos grupos
de estudo de interesse de acordo com o resultado do exame histopatoldgico. As amostras
coletadas foram centrifugadas para a eliminacdo de restos celulares e armazenadas a —80 °C.
Para o isolamento de peptideos urinarios foram utilizados diferentes protocolos, incluindo
precipitacdo de proteinas com solventes e &cidos organicos, bem como protocolos de
ultrafiltracdo em condicbes desnaturantes e ndo-desnaturantes. Os peptideos isolados pelas
diferentes abordagens serdo analisados por espectrometria de massas para determinacdo da
condicdo com melhor rendimento. Exossomos foram isolados a partir de diferentes volumes de
urina a partir de precipitacdo com reagente especifico e sua purificacdo foi confirmada por
western blot utilizando anticorpo anti-CD63, proteina marcadora de vesiculas extracelulares.
Além disso, a morfologia e tamanho das vesiculas foram avaliados por microscopia eletrénica
de transmissdao (MET). Até o momento, foram coletadas 30 amostras controle (individuos
saudaveis) e 115 amostras de pacientes com suspeita de CaP ou HPB. Os niveis séricos de PSA
observados nos individuos controle foram de 0,02 ng/mL a 3,64 ng/mL, enquanto entre os
pacientes com suspeita de CaP ou HPB os valores minimos foram de 1,96 ng/mL e 0 maximo
foi de 40,18 ng/mL. O isolamento de exossomos urinarios a partir de diferentes volumes de
urina (3, 5 e 10 mL) foi confirmado por western blot a partir da deteccdo da proteina CD63 nas
diferentes preparacdes. O isolamento se mostrou igualmente eficiente, demonstrando a
viabilidade do protocolo utilizado mesmo para pequenos volumes de amostra. Através de MET
foi possivel caracterizar as vesiculas extracelulares isoladas das amostras de urina,
demonstrando que as mesma possuem caracteristicas tipicas de exosssomos, como o diametro
em torno de100 nm. Na sequéncia, exossomos serdo isolados de todas as amostras coletadas e
0 seu contetdo de miRNAs sera extraido e avaliado por RT-qPCR. Além disso, apds a
determinacdo do melhor método para o isolamento dos peptideos urinarios, 0 mesmo sera
aplicado nas amostras contidas em nosso biorrepositorio e os peptideos serdo analisados por
LC-MS/MS. Dessa forma, serdo definidos e comparados os perfis qualitativos e quantitativos
de peptideos e miRNAS presentes na urina de pacientes com CaP e HPB e individuos saudaveis,
permitindo a identificagdo de potencias biomarcadores para o CaP.
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