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Introducao

A neoplasia maligna da prostata apresenta elevada incidéncia na populagdo
brasileira. Segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Cancer), estima-se que serdo
diagnosticados aproximadamente cerca de 52.000 novos casos de cancer de prostata
durante o ano de 2010 no Brasil. Nos Estados Unidos a incidéncia estimada para o ano

de 2009 foi de mais de 192.000 novos casos (American cancer society 2009).

O cancer prostatico ¢ o segundo tumor mais prevalente na populacdo, ficando
atrds somente dos tumores de pele ndo-melanoma. O incremento de técnicas
diagnosticas e de tratamento ao longo dos anos modificaram o perfil dos pacientes
acometidos por esta doenga. Ha algumas décadas o diagnostico do cancer de prostata

era realizado em sua maioria quando a doenca ja se apresentava em estagio avangado.

No final da década de 80 e inicio da década de 90, com a aprovacdo do FDA
para o uso do psa (antigeno prostatico especifico) no rastreamento do cancer de prostata
associado ao exame de toque retal houve um aumento crescente no diagnostico da

doenga. (1)

O antigeno prostatico especifico ¢ uma proteina produzida pelas células
prostaticas e que se apresenta elevado quando medido no sangue na presenca de
doencas da prostata. Como o nome indica ¢ prostatico especifico e ndo cancer
especifico, podendo apresentar niveis elevados em casos de hiperplasia da prostata e

prostatites.

Inicialmente foi estabelecido que niveis acima de 4.0 ng/ml de psa associados ou

ndo a alteragdes no exame de toque retal indicariam a necessidade da realizagdo de



biopsia prostatica. Este exame seria realizado em pacientes acima dos 40 anos que
apresentassem familiares em primeiro grau com historia da doenga e acima dos 45 anos
para todos os homens. (2). Posteriormente vérias dividas surgiram com relagdo a este
nivel de psa como ponto de corte para realizacdo de biopsia da prostata. Um estudo com
mais de 2000 pacientes demonstrou a presenga de cancer de prostata em 26,9 % dos
homens com psa entre 3.1 e 4.0 ng/ml e 17% dos homens com niveis de psa ente 1.1 e
2.0 ng/dl. (3) Os indices indicativos para a realizagdo da biopsia ainda permanecem
incertos, alguns estudo recentes sugerem a realizacdo do procedimento quando o psa

encontra-se acima de 2.5 ng/ml. (4)

Varias formas de estudo do psa foram realizadas desde o seu surgimento
(densidade do psa, velocidade de duplicacdo, analise da relagdo psa total e livre), apesar
de apresentarem algum incremento para o diagndstico de cancer todas esbarraram no

mesmo problema: a baixa especificidade do marcador.

Com o advento do psa e o aumento crescente no numero de diagnostico surgiram
duvidas com relacdo a real morbidade e mortalidade da doenca. O rastreamento de
individuos assintomaticos ainda ¢ controverso. Sabe-se que a neoplasia maligna da
prostata apresenta comportamento variado, baseado principalmente no seu estadiamento
clinico e classificacao anatomopatologica (classificagao de Gleason). Um estudo recente
demonstrou que a utilizagao do psa como ferramenta diagndstica reduziu a mortalidade
em cerca de 20 % dos doentes, entretanto pontuou também um niimero aumentado de
diagndsticos sem relevancia clinica. (5) Outro estudo falhou em demonstrar diferengas
de indices de mortalidade entre grupos que fizeram rastreamento ou ndo para cancer de

prostata utilizando psa e toque real. (6)



Atualmente, ainda hé a busca constante por marcadores moleculares especificos
do cancer de prostata. A morbidade do exame de bidpsia da prostata e dos tratamentos
do cancer da prostata (principalmente radioterapia e prostatectomia radical) torna
necessario o estabelecimento de métodos mais eficazes ndo somente para o diagnostico
da neoplasia maligna da prostata, mas também para a sele¢do mais acurada dos tumores
que realmente apresentam relevancia clinica, ou seja, que podem levar a morte do

paciente.

Revisao da Literatura

Avanco tecnologico tem proporcionado aos pesquisadores a possibilidade de
identificar marcadores moleculares que possam auxiliar na identificagdo precisa do
cancer de prostata. Avaliaremos os marcadores que atualmente vem sendo estudados

como sucessores potenciais do psa no rastreamento e diagnostico do cancer de prostata

PCA3 (DD3)

Dd3- diferential dysplay code 3 ( método para identificagcdo de genes que
expressam de maneira diferenciada) foi mapeado no cromossoma 9 e seus padrdes de
poliadenilacao sugerem a presenga de um RNA ndo-codificador. Foi primeiramente
descrito por Bussemakers et al em 1999, ap6s encontrar um aumento expressivo do
cDNA DD3 em 53 de 56 amostras de cancer de prostata, ndo sendo encontrada a

presenca do marcador nos 18 controles com prostata normal. (7)

A avaliagdo através do PCR- RT também comprovou a auséncia do DD3 em
tecidos humanos normais, como mama, intestino, bexiga ¢ musculoesquelético e em

tecido tumoral, como neoplasia de ovario, testiculo e colo uterino (8).
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FIGURE 2. Differential dispiay code 3 (DD3PM) which is highly expressed in prostate cancer tissue {Pr), was not
expressed in tumor samples from breast, cervix, ovary, endometrium, and testis celis. B2M = serum B2 micro-
globulin; M = metastasis.

(8)

Alguns autores sugerem que apesar da grande expressdo deste gene nos casos de
cancer de prostata ndo foi evidenciada a presenca de produtos protéicos no citoplasma
destas células como resultado da transcricdo do RNA DD3, concluindo que a fungdo do

gene ¢ incerta. (8)

Em comparagdo ao tecido hiperplasico de préstata foi demonstrado em um
estudo realizado no México uma expressao gé€nica 29,74 vezes maior nos casos de
cancer quando comparados aos de hiperplasia (9) sendo sua presenca, em outro estudo,
determinada com uma concentragdo 66 vezes maior quando analisado por real time na

comparag¢do com controles (10)

Apds a constatagdo da alta especificidade do PCA3 no tecido prostatico este
marcador comecou a ser avaliado de maneira mais extensiva. Em amostras de urina de
pacientes submetidos a bidpsia da prostata, Hessels e cols demonstraram valor preditivo
negativo de 90 %%, sensibilidade de 67% e especificidade de 83 % em pacientes com
diagnostico de cancer (11). Estes resultados forma similares aos encontrados em
liquido prostatico que demonstraram sensibilidade de 65 %, especificidade de 82% e

valor preditivo negativo de 82% (12).



Baseado nestes achados tem sido postulado que o PCA3 possa vir a ser um
instrumento promissor na predi¢ao de resultados de biopsias assim como no diagnostico
do cancer de prostata em substituicdo ao PSA (13,14). Entretanto, recentemente, foi
constatada a auséncia de relagdo ente os valores de PCA3 em pacientes com a primeira
biopsia prostata negativa com posterior diagnostico de cancer de prostata dos que ndo

apresentaram a doenga. (15)

Foi demonstrado que os valores de PCA3 podem aumentar nos casos de cancer
de prostata de acordo com o grau de indiferenciacdo do tumor presentes nos escores de
Gleason (16). Também houve correlacdo do aumento do valor médio do PCA3 nos
casos de cancer de prostata submetidos a prostatectomia radical e que apresentaram

extensdo extra capsular na avaliacdo anatomopatologica. (17).

Devido o aumento da especificidade do DD3 com relagdao ao cancer de prostata
tem sido especulada a possibilidade de o mesmo vir a ser alvo de terapia génica nos
casos de neoplasia refrataria as formas convencionais de tratamento. (18)

AMARC

A alfa-metil-coenzima A racemase (AMACR), conhecida como a proteina
codificada pelo gene P504S, ¢ composta por 382 aminoacidos. Apresenta importante
papel na beta-oxidagdo e biossintese de acidos graxos de cadeia ramificada e outros

derivados. (19)

Um estudo avaliou a presenca da racemase em 539 amostras de tecido tumoral e
222 amostras de tecido humano normal. No tecido normal foi encontrada uma expressao
maior do RNAm da racemase no figado, rim e glandula salivar, ja nos tumores malignos
na prostata figado e rim. A prevaléncia maior foi detectada nos adenocarcinomas de

prostata, cerca de 94% (20)



Recentemente, foi confirmado que a AMACR tem sua expressdo aumentada em
células neoplésicas de prostata e sendo a mesma um potencial marcador molecular no
diagnostico e avaliagdo prognostica no carcinoma da prostata. Varios estudos
demonstraram presenca marcante da racemase com indices de sensibilidade que
variaram de 71-100% em avaliagdo imunohistoquimica do adenocarcinoma de prostata.

(21-29).

Utilizando a técnica de real time PCR, também foi confirmada maior presenga
da AMACR na neoplasia maligna da prdstata em comparacgio aos casos de hiperplasia
da prostata. (30) Recentemente tem sido estudada a viabilidade de avaliacdo deste
marcador na urina de pacientes para diagndstico de cancer de prostata. Rogers et al
avaliaram a presenga da racemase na urina de 26 pacientes com suspeita de cancer de
prostata apds a realizagdo de biopsia de prostata, apresentando uma sensibilidade de
100% e uma especificidade de 58%. A avaliacdo da racemase na urina apos massagem
prostatica também foi avaliada em um estudo que demonstrou uma sensibilidade de

100% e especificidade de 70% (31-33)

O estudo de espécimes de bidpsias de prostata através de imunohistoquimica
demonstrou alta correlagdo com tumores de prostata independente do escore de Gleason
(34-35), enquanto em avaliacdo por imunocitoquimica ocorreu uma correlacdo inversa
entre o grau de coloragdo e o escore gleason, sendo que a coloragdo mais forte foi

encontrada nos tumores de baixo grau e nas atipias (36)

Recentemente tem sido avaliada a possibilidade de utilizacdo da racemase como
alvo de imunoterapia baseada em linfocitos T citotoxicos no tratamento da neoplasia

avangada (37)



Um estudo in vitro sugeriu que a inibi¢do da AMARC pode induzir um aumento
da expressdo do AR e conversao e células de cancer de prostata hormonio-refratarias em
células hormdnio dependentes, o que pode determinar um importante avango no

tratamento do adenocarcinoma de prostata. (38)

Também tem sido estudada a possibilidade de correlagdo do gene da AMARC
com os tumores malignos de prostata hereditarios, visto haver ligacdo destes com a

regido 5p13, mesma regido de codificacdo da racemase (39)

TSP-1

A TSP-1 (trombospondina) ¢ uma glicoproteina de alto peso molecular secretada
por diversos tipos de células incluindo células endoteliais, epiteliais, fibroblastos e
células de musculo liso. Pode interagir com receptores de superficie, citocinas, fatores

de crescimento e proteases. (40)

E um potente inibidor da angiogénese tumoral, sendo importante no controle do
crescimento das neoplasias malignas. (41). Foi a primeira proteina a demonstrar a

supressao da microangiogénese tumoral in vivo. (42)

A regulagdo da expressdao da TSP parece estar relacionadas com diversas vias
que incluem o P53 e PTEN, genes supressores de tumor, sendo que a inativagao destes
genes parece estar relacionada com uma diminui¢do da expressdo da TSP-1 e um

aumento no fendtipo angiogénico do tumor (43-44)

O papel da trombospondina na inibi¢cdo da angiogénese envolve provavelmente
varios mecanismos sendo um destes a inibicdo da matriz de metaloproteinase-9 que

promove a migracdo e a sobrevida dos fibroblastos. A TSP-1 ao ligar-se aos receptores
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de superficie C36 de células endoteliais induz a sua apoptose através da P59, caspase 3

e a P38 proteina-quinase mitogeno-ativada. (45)

Alguns estudos demonstraram diminui¢do ou até a auséncia da expressao deste
marcador nos casos de tumor de prostata, estando o mesmo presente nos casos de
hiperplasia prostatica e PIN (neoplasia intra-epitelial prostatica) (41). Foram avaliadas
as combinacdes de polimorfismos TSP-1 com outros genes como o MMPY, sendo
demonstrado risco 2,8 vezes maior de desenvolver cancer de prostata nos pacientes
portadores da combinacdo destes marcadores e de 6 vezes quando associado ao

VEGF(9). (46)

Ha também a correlagdo dos niveis de androgénios e a TSP-1 (47). Tumores
malignos de prostata de baixo grau tém uma tendéncia a apresentar uma maior
expressao da TSP-1 nos ductos das células epiteliais. (48) Foi demonstrado que a
castracdo de ratos portadores de neoplasia maligna da prostata induz a produgdo de
TSP-1 pelo epitélio prostatico, enquanto a reposicdo de andréogenos diminui a sua
producdo. Em humanos a privagdo de andréogenos diminui a expressdo de fator de
crescimento vascular endotelial e aumenta a expressdo de TSP-1 em carcinoma de
prostata humano (47). Ratos com cancer de prostata apresentaram indugdo de expressao

de TSP-1 nos tumores quando tratados com ciclofosfamida e paclitaxel (49)
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Fig. 1. Mechanisms of the inhibitory action of TSPs on ECs. From left to right: (1) The GVITRIR sequence in the type | repeats of TSP hindk
to CD36 to activate the sre-family kinase, p395", Binding of histidine-rich glycoprotein { HRGP) to TSP1 inhibitz hinding to CD36. Kinases p3s
and JNK are rapidly phosphorylated after engagement of CD3 by TSP1, and these kinases in turn stimulate transcription and cell-surfacs
expression of FasL; {2} Oligomerization of Fas by FasL causes Fas to activate caspases and apoptosis: {3) VEGF-A binds to its primary receptor
VEGF-R2, and stimulates cell evele progression, in part by increasing phosphorylation of the Bb family member, pl30. VEGF-A also inhibits
minor death-promoting activity of TSPs. Binding of TSP1 and TSP2 to an as-yet-uncharacterized receptor increases p2l levels, which inhibit the
cell eyele promoting activity of VEGF, in part by inhibiting the phosphorylation of pl30.

FIGURE 1. Photomicrograph of a rodical prostatec-
tomy specimen demonstrating TSP expression n the
extracelitfar malrix surrounding o prostate cancer,

(40)

AR

Embora os androgenos ndo estejam relacionados diretamente com a

carcinogénese o gene do AR apresenta polimorfismos que podem estar relacionados na
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iniciacdo e progressdo do cancer de prostata. O comprimento da repeticao polimoérfica
do trinucleotideo CAG, localizado no exon 1, ¢ inversamente proporcional a atividade
transcricional do gene AR, sendo que repeti¢cdes curtas apresentam risco relativo 1,5 a 2
vezes maior para o desenvolvimento de cancer de prostata quando comparado aos

pacientes que apresentam repeti¢des longas (50-52).

O AR apresenta fun¢do como regulador primario da producdo de psa através da

indug¢do do seu promotor.(53)

4

A testosterona ¢ sintetizada em sua grande maioria pelos testiculos sendo
transportada até os tecidos-alvo, onde ocorre a sua conversao no seu metabolito ativo
DHT (di-hidro-testosterona) através da atuagdo da enzima 5-alfa-redutase. Tanto a
testosterona quanto a DHT exercem sua atividade bioldgica apds ligacdo aos AR

realizando sua ativagdo transcricional (54)

Cerca de 80-90 % dos tumores de prostata sdo dependentes de androégenos no
momento do seu diagnostico. O tratamento do cancer prostatico refratdrio a terapia
curativa baseia-se na redugdo da produgdo de andrégenos através da castragdo cirurgica
ou quimica que ocasiona modulacdo da atividade do AR e a administracio de

antiandrogenos que bloqueiam a atividade dos AR. (55).

Um estudo recente demonstrou que a expressao alta de AR esta correlacionada
com baixa sobrevida livre de recorréncia e progressao da doenga, apesar de alguns
estudos demonstrarem correlacao diretamente proporcional da expressdo dos receptores

e grau de diferenciagdo dos tumores de prostata. (56,57)

Isto corrobora o achado de que os pacientes com cancer de prostata apresentam
resposta limitada ao tratamento de privacdo hormonal, cerca de 12-18 meses, sdo os

chamados tumores hormonio-refratarios. Apesar disso, mesmo com a auséncia de
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resposta ao bloqueio dos androgenos os AR ainda podem permanecer presentes no

tecido maligno prostatico (58)

Os genes dos receptores de androgénio podem apresentar um mecanismo
denominado amplificacdo, no qual se tornam sensiveis a niveis reduzidos de androgenos
apods o bloqueio estando presente em cerca de 20-30% dos adenocarcinomas de prostata
hormonio-refratarios. (59). Apesar disso outros estudos realizados com técnicas
quantitativas de RT-PCR ndo demonstraram aumento dos niveis de RNAm nos casos de

amplificacao dos AR (60)

Os ARs também podem ter sua atividade transcricional aumentada por
coativadores que podem contribuir para carcinogénese e progressao da doenga. Dentre

os estudados recentemente temos a familia dos SRCs e o coativador ARA 70. (61,62)

O envolvimento do AR na iniciagdo e progressdo do cancer de prostata torna-o
de fundamental importdncia para o estudo de novos tratamentos e diagnostico de

neoplasias refrataria ao tratamento convencional.

EPCA2

O EPCAZ2 (early prostate cancer antigen) ¢ um dos componentes protéicos que
fazem parte da membrana nuclear das células de cancer de prostata. Foi primeiramente
descrito por Lemann et al em 2007 em um trabalho que avaliou o nivel sérico da
proteina, o epitopo EPCA2.22, através do método ELISA (usando ponto de corte de 30
ng/ml) em 385 pacientes obtendo uma sensibilidade de 94% e especificidade de 92 %
para diagnoéstico de casos de cancer de prostata em comparacao ao psa que apresentou
especificidade de 65% para a mesma populacao. Além disso também apresentou maior

acuracia na diferenciacao de doenca confinada ou nao-confinada a préstata . (63)
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Os mesmos autores avaliaram em estudo piloto a sensibilidade diagnostica do
cancer de prostata com valores acima de 0,5ng/ml do epitopo EPCA2.19 encontrando

uma sensibilidade de 91% e especificidade de 94%(64).
PTEN

O PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10), ¢ uma
proteina constituida por 403 aminoacidos, foi descoberto em 1997 ap6s sua auséncia ter
sido encontrado em varios tipos de neoplasias malignas, incluindo o cancer de prostata.
E um gene localizado no cromossoma 10 e que codifica fosfatases ativas contra
substratos protéicos e lipidicos. Tem sido considerado como gene supressor na

carcinogénese nos casos de cancer de prostata (65).

PTEN esta presente nas células epiteliais normais sendo encontrado em niveis
reduzidos nas células de cancer de prostata. (66) E encontrando tanto na membrana

plasmatica como no nucleo celular (67)

E considerado um regulador das vias de transdugdo responsdveis pela

sobrevivéncia, ciclo celular e transformagao neoplésica. (68).

A reducdo dos niveis de PTEN apresentou correlagdo com a progressao do
carcinoma de prostata. (69), resisténcia ao tratamento com quimioterapicos e
radioterapia (70 -71) e recorréncia apos tratamento cirargico. (72). A mutacao do gene
foi encontrada em 5-27 9% das neoplasias localizadas e 30-60% dos tumores

metastaticos. (73)
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Objetivos

O objetivo principal deste trabalho ¢ avaliar a expressdo génica e protéica

de PCA3, TSP-1, AMACR e AR em pacientes com cancer de prostata e

hiperplasia prostatica benigna.
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Abstract

Objectives

Compare four different molecular markers (PCA3, TSP-1, AMARC and AR)
concentrations in human prostate cancer tissue and prostate hyperplasic tissue.

Patients and methods

Cross-sectional study. Prostate cancer and benign hiperplastic tissue samples of 68
patients who underwent surgical treatment in Hospital de Clinicas de Porto Alegre were
analyzed. Molecular markers concentration was compared indirectely in the samples by
reverser transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) technique.

Results

A higher concentration of PCA3, TSP-1 and AR was found in prostate cancer tissue
when compared to hiperplastic prostate tissue. However, there was no statistical
difference in racemase levels between the groups. When divided in two groups, low
grade cancer and intermediate-high grade cancer there were no difference in markers
concentration between the groups. Hazard ratio was greater for PCA3 and psa to
diagnosis fo prostate cancer.

Conclusion

TSP-1 seems to be not a good molecular marker for prostate cancer. PCA3 and AR are

presented in higher concentrations in malignat prostate tissue. There was no difference
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between molecular markers concentration and tumor grade. Psa is still the best marker
for prostate cancer. Building a nomogram combining various molecular markers may

improve the prediction value of these tests on the diagnosis of prostate cancer.

Key- words

Prostate cancer, molecular marker, PCA3, racemase, thrombospodin, androgen receptor
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Introduction

Prostate cancer is the second leading cause of cancer mortality. The incidence of
prostate cancer in Brazil is expected to be around 52.000 in 2010 '. Early diagnosis
improves treatment success. Prostate cancer screening with PSA and digital rectal exam
(DRE) increased the number of prostate needle core biopsies *. Curative treatment is
based on radical prostatectomy or (external beam) radiotherapy, and palliative
treatment, androgen suppression. Patients diagnosed with clinically localized prostate
cancer and those presenting with advanced metastatic disease present 100 % and less
than 50% 5-year survival rates, respectively °.

Several new molecular markers have been studied in attempt to increase
specificity for prostate cancer diagnosis.

PCA3, also called DD3, first described by Bussemakers et al in 1999 has been
found , by PCR-RT analysis, in normal and tumoral human tissues and in urine samples
*>_TSPI is a powerful tumoral angiongen inhibitor that has been studied in cancer
growth. Some studies showed low concentration of this marker in cancer tissues 6
AMARUC, it’s a protein coded by P450S gene, and have a high expression in prostate

7-15

cancer cells ""°. The androgen receptor (AR) is a steroid-hormone binding protein,

encoded by the AR gene where the androgen acts. It has been related to progression and

16-17

recurrent prostate cancer . Down-regulation of AR expression could potentially be
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considered the main strategy for palliative treatment of androgen-dependent prostate

cancer 18.

Materials and methods

Samples (1-2 cc) of 68 radical prostatectomy specimens and 38 simple
prostatectomy/ transurethral prostatic resection were analyzed. Samples were obtained
right after surgery and stored in nitrogen solution until analysis. Specimen’s diagnoses
were confirmed by histpathological analysis.

Gene expression was evaluated indirectly by reverser transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) technique. Tissue’s total RNA was extracted with Trizol®
reagent (Trizol Reagent 100 mL®, Invitrogen) according to manufacturer’s protocol
and then spectrophotometrically quantified. RNA was used as template for cDNA
synthesis using the First Strand Synthesis System for RT-PCT kit (Invitrogen ). Each
RNA sample was denaturated at 65C for 5 min (PTC-100®, MJ Research, Inc.) with 1
pL de dANTPmix (SuperScript® First-Strand, Invitrogen) and 1 pL de OligodT
(SuperScript® First-Strand, Invitrogen). TwouL of 10XPCRBuffer (SuperScript® First-
Strand, Invitrogen), 4 pL de 25mM MgCl, (SuperScript® First-Strand, Invitrogen), 2
pL de 0,IM DTT (SuperScript® First-Strand, Invitrogen) and 1 pL de
RnaseOUT(SuperScript® First-Strand, Invitrogen) were then added to each sample.
RNA samples were heated for 2 min in 42 C (PTC-100®, MJ Research, Inc.) followed
by 1 ul of reverse transcription enzime, SuperscriptlIRT (SuperScript® First-Strand®,
Invitrogen) for 50 min at 42 C. For preparation of calibration, curve RT- PCR reatcions
were made with ¢cDNA normal tissue copies. Expression of the markers of interest was
normalized against b2-microglobulin gene for each replicate tissue sample. Gene

transcripts were quantitatively determined in the samples, using time-resolved
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flourescent-based  quantitative RT-PCR  with Sybr Green 1 (Platinum
SyberGreenqPCRSupermix UDG®, Invitrogen). For PCR amplification, the following
specific primers were used: dd3 (sequence 5°-3°, sense CTG TCA TCG TCC CCA TCT
CT, anti AGT CGT GGA AGC AAA GGC TA); TSPI1 (sequence 5°’-3°, sense GAG
AAC AGA GCC CCA CAG AG, anti CCC AAA ATA TCC TGG GAG GT); AMARC
(sequence 5°-3°, senseTGG CTT TGT CAG GTG TTC;antiTAT GCT GTT CCT TCC
ACC ATA T); AR (sequence 5’-3> AR3 GCA TGG TGA GCA GAG TGC CCT ATC;
ARS TCC CAG AGT CAT CCC TGC TTC AT).

Mann-Whitney nonparametric test was used to compare groups. Logistic
regression models were used to produce data for receiver operating characteristic (ROC)
curves. The chi-square test was used to test associations between molecular markers and
cancer diagnosis. All tests were performed at the 5% significance level using SPSS v.17

software.

Results

The two groups were compared for age and PSA level (table 1).The were no
statistical differences between the groups for age. PSA mean level varied between 4,51-
4,80 in hyperplasia group and 7,42- 10,42 in cancer group when measured among
molecular markers groups that were studied. There were statistical differences between
hyperplasia and cancer groups for PSA level in all groups. Table 1 also describes
Gleason score and TNM classification in the cancer group. Gleason 6 (3+3) was the
most prevalent score found in 26 patients (40,62%), followed by Gleason 7 (3+4) score
in 17 patients (26,56%). TNM T2C was the most common pathological finding,

presented in 19 patients (29,69%) followed by T3a, in 17 patients (26,56%). After

30



surgery 25 patients (39%) were diagnosed with locally advanced disease and 39
patients (61%) were diagnosed with disease restricted to the prostate.

We analyzed the expression of PCA3, AMARC, AR and TSP-1 in 30, 27, 58
and 25 prostate cancer tissue samples respectively and 24, 24,36 and 23 hyperlastic
prostate tissue samples, respectively. A higher concentration of PCA3, TSP-1 and AR
was found in prostate cancer tissue (table 2, figure 1, 3-4). However there was no
statistical difference between the groups for AMARC (table2, figure 2).

When analyzing the frequency in distribution after ROC curve, PCA >0,306 was
found in 76% , TSP-1>1,04 in 70,8% and AR>0,327 in 71,9% in cancer group, all with
significance. (table 4). PSA>4,25 was found in 82,6% in malignant prostatic tissues,
p<0,001. AMARC didn’t showed significance. Logistic regression analysis found a

Hazard ratio (HR) was 10,20 for psa>4,25 and 4,65 when PCA3 >0,306.(table 5).

Discussion

In the new era of prostate cancer investigation, a lot of discussion has been done
based on the necessity of a specific diagnostic method for prostate cancer before biopsy.
Recently, some studies have argued about the prostate cancer overdiagnosing and
overtreatment. Vickers et al suggested that repeat screening can be confined to the 25%
or so of men whose PSA level is above 2 ng/ml at age 60 '°. A high number of patients
that were submitted to cancer treatment probably would not have a true benefit with this
treatment.

In the pastl10 years, new molecular markers have been studied, basically trying
to improve the diagnosis specificity in attempt to avoid unnecessary prostate biopsies.

Recent meta-analysis compared dd3 and prostate biopsy for cancer diagnosis.

The sensitivity was between 46,9- 82,3% and specificity 59,4-97,4% in urine samples,
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Our study showed a higher prevalence of this marker in prostate cancer tissue when
compared to hyperplastic tissue (p<0,05). Median up-regulation of PCA3 from
hyperplastic to tumor tissue was 2- fold. High prevalence of Gleason 6 tumors could
explain this low increase in marker concentration, since some studies show a linear

correlation between high grade tumors and PCA3 concentration .

Also angiogenic factors have been studied as a prognostic indicator and
therapeutic alternative to stratify indolent or aggressive tumors. As a tumoral
angiogenic inhibitor it was expected a lower thrombospondin concentration in this
group as was found in other studies. In Immunohistochemical staining in prostatic
tissue, some studies, also showed elevated TSP-1 concentration in BPD and in prostate
cancer patients °. Its not clear until now why TSP-1 is down regulated in prostate cancer
tissue, but p53 and PTEN mutation may be involved **. Colombel et al found that low-
grade prostatic tumor has a tendency to present a higher TSP-1 concentration than the
high grade tumor ». In our results, cancer group presented a high concentration TSP1
when compared to hyperplasia with statistical significance. Also,40,62% of prostate
cancer tissues samples were gleason 6 (3+3), considered a low-grade tumor. This could
explain a high TSP-1 concentration in the cancer group when compared to the
hyperplasic disease group.

Jiang and Magi-Galluzzi showed a potential use to aid the pathological diagnosis
of prostate cancer, but there were no difference in AMARC prevalence between our
groups >*. Glemann described that until now there were no identified genes that are
quiescent in prostate epithelium and activated in prostate cancer, for this reason
AMARC could also detect nonmalignant conditions *°. In urine samples, AMARC was

not statistically significant predictor of prostate cancer *°. Although some studies
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showed difference in AMARC expression between malign and benign prostate disease,
in this study there was no difference.

Prostatic cancer tissue is basically maintained by hormonal stimulation. In 80-90
% of prostate cancer are hormone-dependent. Testosterone is responsible for this
stimulation. Palliative cancer treatment is based on testosterone deprivation. It is
expected that cancer tissue present with a high concentration of AR, as we concluded in
our study. Some high grade tumors, sometimes, have down-regulation of AR. AR gene
amplification improves the cell’s ability to survive in androgen-deficient conditions.
These also occurs in drug resistance and therapeutic failure. Patients with high
concentration of AR and resistance to androgen-blockade can potentially benefit of
maximal androgen blockade (MAB) and this response should be further evaluated 2.

De la Talle, using PCA3 assay in urine samples comparing with psa showed a
significantly higher AUC **. In our study psa had a greater HR with significance when
compared to PCA3, otherwise we analised molecular markers in prostate tissue instead

urine.

Conclusion

Molecular markers can be a useful diagnostic and prognostic tool in prostate
cancer and potentially help to avoid unnecessary prostate biopsies, but our study didn’t
showed difference in accuracy between the molecular markers and psa in prostatic
tissue. Cancer aggressiveness didn’t showed difference in markers concentration.

The present study shows a higher concentrations of PCA3, TSP1 and AR in
prostate cancer samples when compared to BPH samples. PCA3 showed a higher AUC
and could be used to predict biopsy outcome. TSP-1 concentration may be high in BHP

and prostate cancer and seems to be not a good marker to avoid prostate biopsies.
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Maybe urine samples can provide a more accurate molecular marker samples then tissue
by himself.

No molecular marker analyzed in our study in prostatic tissue was specific
enough to avoid new biopsies or provide risk stratification previous to surgery. PSA is
still the best single marker previous prostate biopsy.

Building a nomogram with various molecular markers combination may

improve the prediction value of these tests in the diagnosis of prostate cancer.
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Avalia¢do do PCA-3, TSP-1, AMARC e AR no ciancer de prostata

Freitas DMO, Koff WJ, Berger M, Biolchi V, Neto BS, Quintanilha M, Silva ISB
Abstract

Objetivos

Comparar a concentragao de quarto marcadores moleculares (PCA3, TSP-1, AMARC
and AR) em amostras de tecidos de cancer de prostata e hiperplasia benigna da prostata.
Pacientes e métodos

Estudo transversal. Analisamos 68 amostras de tecido de cancer de prostata e
hiperplasia de prostata de pacientes submetidos a tratamento cirargico no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. As concentracdes dos marcadores moleculares foram
comparadas utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase por transcrigao
reversa (RT-PCR) nos grupos hiperplasia e cancer.

Resultados

PCA3, TSP-1 e AR apresentaram concentragdes significativamente mais altas nas
amostras de cancer quando comparadas as de hiperplasia. Entretanto nao houve
diferenca nos niveis da racemase entre os grupos. Quando dividimos o grupo cancer em
tumores de baixo grau e intermediario-alto grau ndo houve diferenca na concentracao
dos marcadores. A razao de risco foi maior para PCA3 e psa no diagnostico do cancer
de prostata.

Conclusao

A trombospondina parece ndo ser um marcador eficaz na avaliacdo da neoplasia
maligna da prostata. PCA3 e AR apresentaram grandes concentragdes nos tecidos de
cancer de prostata. Nao houve diferenca entre as concentragdes dos marcadores € o grau

do tumor Psa ainda é o melhor marcador para o cancer de prostata. A constru¢do de um
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nomograma combinando varios marcadores moleculares poderia aumentar o valor

preditivo destes testes no diagnostico do cancer de prostata.

Palavras-chave

Cancer de prostata, marcadores moleculares, PCA3, racemase, trombospondina,

receptor androgénico.

36



Avaliacido de marcadores moleculares no cancer de prostata

Introducio

O cancer de prostata ¢ a segunda maior causa de morte por cancer. A incidéncia
da neoplasia maligna da préstata no Brasil para 2010 esperada fica em torno de 52000
casos(1). O diagnostico precoce aumenta a chance de sucesso no tratamento. O
rastreamento do cancer de prostata com PSA e exame do toque retal (TR) aumentou o
numero de biopsias de prostata (2). O tratamento curativo € baseado na prostatectomia
radical ou radioterapia, e o paliativo, supressdo androgénica. Os pacientes
diagnosticados com doenga clinicamente localizada e apresentando-se com doenca
metastatica avangada representam 100% e menos de 50 % de sobrevida em 5 anos,
respectivamente (3).

Vérios marcadores moleculares tém sido estudados na tentativa de aumentar a
especificidade no diagnostico de cancer de prostata.

O PCA3, também chamado de DD3, primeiramente descrito por Bussemakers e
col. em 1999, tem sido encontrados , em analise por PCR-RT, em tecidos humanos
normais e tumorais € também em amostras de urina (4,5). TSP-1 ¢ um potente inibidor
da angiogénese tumoral vem sendo estudado no crescimento do céncer (6). AMARC, ¢é
uma proteina codificada pelo gene P450S, apresentando uma alta expressdao em células
cancerigenas de prostata (16,17). O receptor androgénico ¢ uma prote[Ina codificada
pelo gene AR que liga-se a esterdides, local de atuagdo dos androgenos. A diminuicao
na expressdo do AR pode potencialmente ser considerada estratégia principal no

tratamento paliativo do cancer de prostata hormonio-dependente (18).

Materiais e métodos
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Amostras (1-2 cc) de 68 espécimes de prostatectomia radical e 38 espécimes de
prostatectomia simples/ressecdo endoscopica de prostata foram analisadas. As amostras
foram obtidas logo ap6s o procedimento cirlirgico e armazenadas em solucdo de
nitrogénio liquido até a analise.

A expressdo génica foi avaliada indiretamente pela técnica de reacdo em
cadeia da polimerase por transcri¢cdo reversa (RT-PCR). O RNA do tecido foi extraido
com reagente Trizol (Trizol Reagent 100 ml, Invitrogen) de acordo com o protocolo do
fabricante e apds quantificado por espectrofotdometro. O RNA foi utilizado com molde
para sintese de ¢ DNA usando First Strand Synthesis System para kit RT- PCT
(Invitrogen). Cada amostra de RNA foi desnaturada a 65°C por 5 minutos (PTC-100®,
MJ Research, Inc.) com 1 pL de dNTPmix (SuperScript® First-Strand, Invitrogen) e 1
pL de OligodT (SuperScript® First-Strand, Invitrogen). Dois pL de 10XPCRBuffer
(SuperScript® First-Strand, Invitrogen), 4 pL de 25mM MgCl, (SuperScript® First-
Strand, Invitrogen), 2 uL de 0,1M DTT (SuperScript® First-Strand, Invitrogen) e 1 uL
de RnaseOUT(SuperScript® First-Strand, Invitrogen) foram adicionados a cada
amostra. As amostras de RNA foram aquecidas por 2 minutos a 42 °C (PTC-100®, MJ
Research, Inc.) seguidos por 1 ul de enzima de transcriptase reversa, SuperscriptlIRT
(SuperScript® First-Strand®, Invitrogen) por 50 minutos a 42°C. Para preparacdo da
calibracdo, curvas de reacao foram realizadas com copias de tecido normal de cDNA. A
expressao dos marcadores de interesse foram normalizadas contra o gen b2-
microglobulina para cada amostra de tecido replicado. O genes transcritos foram
quantitativamente determinados nas amostras, usando analise RT-PCR tempo-
dissolvida base-fluorescente com Sybr Green I I (Platinum SyberGreenqPCRSupermix
UDG®, Invitrogen). Para amplificagdo de PCR, os seguintes primers especificos foram

utilizados: PCA3 (sequence 5°-3’, sense CTG TCA TCG TCC CCA TCT CT, anti AGT
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CGT GGA AGC AAA GGC TA); TSP1 (sequence 5°-3°, sense GAG AAC AGA GCC
CCA CAG AG, anti CCC AAA ATA TCC TGG GAG GT); AMARC (sequence 5’-3°,
senseTGG CTT TGT CAG GTG TTC;antiTAT GCT GTT CCT TCC ACC ATA T);
AR (sequence 5’-3° AR3 GCA TGG TGA GCA GAG TGC CCT ATC; ARS TCC
CAG AGT CAT CCC TGC TTC AT).

Teste ndo-parametrico de Mann- Whitney foi utilizado para comparar os grupos.
Um modelo de regressao logistica foi utilizado para avaliagdo de curva ROC. O teste de
qui-quadrado foi utilizado para testar associagcdes entre marcadores moleculares e
diagnostico de cancer. Todos os testes realizados utilizaram um nivel de significancia de

5 % utilizando o programa SPSS v.17.

Resultados

Os dois grupos foram comparados para idade e nivel de psa (tabela 1). Houve
diferenga estatistica entre os grupos para idade. O nivel médio de psa variou entre 4,51-
4,80 no grupo hiperplasia e 7,42-10,42 no grupo cancer quando medidos entre os grupos
de marcadores que foram estudados. Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos
hiperplasia e cancer para nivel de PSA em todos os grupos. Tabela 1 descreve ainda o
escore de Gleason e a classificagdo TNM no grupo cancer. Gleason 6 (3+3) foi o escore
mais prevalente encontrado em 26 pacientes (40,62%) seguido por Gleason 7 (3+4) em
17 pacientes (26,56%). TNM T2C foi o achado patolégico mais prevalente, presente em
19 pacientes (29,69%) seguido pelo T3a, em 17 pacientes (26,56%). Apds a cirurgia 25
pacientes (39%) foram diagnosticados com doenca localmente avangada e 39 pacientes
(61%) foram diagnosticados com doenga restrita a prostata.

Nos analisamos a expressdao do PCA3, AMARC, AR e TSP-1 em 30, 27, 58 e 25

amostras de tecido de cancer de prostata respectivamente e 24, 24, 36 e 23 em amostras
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de tecido de prostata hiperplasico, respectivamente. Uma alta concentragdo de PCA3,
TSP-1 e AR foi encontrada em tecidos de cancer e hiperplasia (tabela 2, figura 1, 3-4).
Entretanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos para
AMARC (tabela 2, figura 2).

Apos analisar a freqliéncia de distribui¢do na curva ROC, PCA3>0,306 foi
encontrado em 76%, TSP-1> 1,04 em 70,8% e AR > 0,327 em 71,9 % no grupo cancer,
todos com significancia estatistica (tabela4). A analise de regressdo logistica encontrou
uma razao de risco de 10,2 para psa > 4,25 e 4,65 para PCA3>0,306 (tabela 5).
Discussao

Em uma nova era para investigacdo do cancer, muita discussdo tem ocorrida
baseada na necessidade de um método diagnostico mais especifico para o cancer de
prostata antes da biopsia. Recentemente, alguns estudos tém discutido o overdiagnosing
e o overtreatment. Vickers e col sugeriram que o rastreamento repetido pode ser
direcionado a parcela de cerca de 25% dos homens no qual o nivel de psa se encontra
acima de 2 ng/ml aos 60 anos (19). Um grande niimero de pacientes que foram
submetidos ao tratamento do cancer provavelmente poderiam nao apresentar beneficios
com este tratamento.

Nos ultimos 10 anos, novos marcadores moleculares tém sido estudados na
tentativa de melhorar a especificade no diagnoéstico com a intencdo de diminuir o
numero de biopsias de prostata desnecessarias.

Uma metanalise recente comparou o PCA3 e a biopsia da prostata no
diagnodstico do cancer. A sensibilidade ficou entre 46,9-82,3% e especificidade 59,4-
97,4% em amostras de urina. Nosso estudo demonstrou uma maior prevaléncia deste
marcador nos tecidos de cancer de prostata quando comparados ao tecido hiperplésico

(p<0,05). O aumento proporcional da mediana do PCA3 do tecido hiperplésico para o
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cancer foi de 2 vezes. A alta prevaléncia do escore Gleason 6 poderia explicar o
pequeno aumento nas concentragdes do marcador, sendo que ja foi descrita a
correlacdo linear entre o os tumores de alto grau e a concentragao de PCA3 (20).

Fatores angiogénicos também tém sido estudados com fatores progndsticos e
terapéuticos alternativos para estratificar tumores indolentes e agressivos. Por ser um
inibidor angiogénico tumoral seria esperado niveis baixos de trombospondina no grupo
cancer, assim como o encontrado em outros estudos (12) Na coloragdo imuno-
histoquimica nos tecido prostaticos, alguns estudos demonstraram niveis elevados de
concentragdo de TSP-1 em doenga prostatica benigna e no cancer de prostata (6). Nao
esta certo , at¢é o momento, por qual motivo a concentracdo do TSP-1 esta baixa nos
tumores de prostata, mas o PTEN e o P53 parecem estar envolvidos (22). Colombel e
col encontraram que tumores de prostata de baixo grau tém uma tendéncia em
apresentar niveis maiores na concentracdo de TSP-1 que os tumores de alto grau (23).
Em nossos resultados, o grupo céncer apresentou uma alta concentracdo de TSP-1
quando comparados a hiperplasia com significancia estatistica. Também, cerca de
40,62% das amostras de tecido de cancer prostatico eram Gleason 6 (3+3), considerado
tumor de baixo grau. Isto poderia explicar uma alta concentracdo de TSP-1 no grupo
cancer quando comparado com o grupo hiperplasia.

Jian e Magi- Galluzzi (24) demonstraram o potencial uso da AMARC no auxilio
do diagnostico da cancer de prostata, mas ndo houve diferenga estatistica entre os
grupos. Glemann (25) descreveu que, até o momento ndo ha genes identificados que
estejam quiescentes no epitélio prostatico e ativados no cancer de prostata, por esta
razdo, AMARC poderia também ser detectada em condi¢des ndo-malignas. Em amostra

de urina, AMARC, ndo apresentou diferenca estatistica para predizer condi¢des nao
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malignas (26). Embora alguns estudos mostrem diferenca na expressio do AMARC
entre doengas malignas e benignas da prostata, este estudo ndo demonstrou diferenca.

O tecido prostatico com cancer ¢ basicamente mantido por estimulagdo
hormonal. Cerca de 80-90% sdo hormonio-dependentes. A testosterona ¢ responsavel
por esta estimulacdo. O tratamento do cancer paliativo ¢ baseado na privagdo de
testosterona. E esperado que o tecido neoplésico apresente uma grande concentragdo de
AR, com concluimos neste estudo. Alguns tumores de alto grau, eventualmente
apresentam diminuicdo na quantificacdo de receptores androgénicos (31). A
amplificagcdo do gene AR aumenta a habilidade da célula para sobreviver em condi¢des
androgénio-deficientes. Isto também ocorre na resisténcia a medicagdo e faléncia
terapéutica. Pacientes com alta concentragdo de AR e resisténcia ao bloqueio hormonal
podem potencialmente se beneficiar de bloqueio androgénico Maximo (MAB) e esta
resposta deve ser melhor avaliada (27-33).

De La Talle, avaliando PCA3 em amostras de urina em comparacdo com psa
demonstrou uma maior AUC com significincia estatistica para o primeiro. No nosso
estudo o psa apresentou uma maior razao de risco com significancia quando comparado
ao PCA3, entretanto nos analisamos os marcadores moleculares em tecido prostatico ao

invés de amostras de urina

Conclusao

Os marcadores moleculares podem ser tteis no diagndstico e prognostico do cancer de
prostata e potencialmente ajudar a evitar biopsias de prostata desnecessarias, todavia
nosso estudo ndo demonstrou melhora da acuracia dos marcadores moleculares com

relacdo ao psa nos tecidos prostaticos.
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Altas concentragdes de PCA3, TSP1 e AR foram encontradas em amostras de
cancer de prostata quando comparados a amostras de hiperplasia benigna da prostata.
PCA3 demonstrou uma 4rea sob a curva maior e pode ser utilizado futuramente para
predizer resultado da biopsia. A concentracdo de TSP-1 pode estar alta na HPB e no
cancer de prostata e parece nao ser um bom marcador para evitar biopsias de prostata.
Talvez a avaliacdo de amostras de urina possa proporcionar marcadores moleculares
mais acurados do que tecido prostatico.

Nenhum marcador molecular analisado em nosso estudo em amostras teciduais
de prostata foi especifico o suficiente para evitar novas bidpsias ou proporcionar
estratificacdo de risco prévia a cirurgia. O PSA ainda ¢ o melhor marcador Unico
previamente a bidpsia.

A constru¢do de nomograma com a combinagdo de varios marcadores poderia

melhorar o valor preditivo destes testes no diagnostico do cancer de prostata.
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Anexos:

1. Table 1. Demographics for population in study.

N PCa N BPH®=126) p
Age (years)

AR 58 63,39 36 64,28 0,176
PCA3 30 62,43 24 61,75 0,331
AMARC 27 62,59 24 63,06 0,204
TSP-1 25 61,67 23 61,53 0,220
PSA (ng/ml)

AR 58 10,72 36 4,80 0,001
PCA3 30 7,69 24 4,64 0,008
AMARC 27 7,55 24 4,51 0,010
TSP-1 25 743 23 4,57 0,021
Tumor stage %

T2A 12 18,75

T2B 8 12,50

T2C 19 29,69

T3A 17 26,56

T3B 7 10,94

T4 1 1,56

Gleason score

5(3+2) 1 1,56

6 (3+3) 26 40,62

7(3+4) 17 26,56

7(4+3) 11 17,19

8(4+4) 4 6,25

8(3+5) 1 1,56

9(4+5) 3 4,69
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9(5+4)

1,56

Table 2. Concentration of molecular markers in cancer and hyperplastic

Median (25-75)

p

0,56 (0,26-1,72)
0,29 (0,07-0,76)
0,32(0,09-0,73)
0,15(0,03-0,31)
1,49(0,51-4,05)
1,29(0,93-3,05)
1,86(1,09-6,19)
1,24(0,07-0,73)

0,002
0,005"
0,174

0,033!

tissue:
group N
AR cancer 58
hyperplasia 36
PCA3  cancer 30
hyperplasia 24
AMARC cancer 27
hyperplasia 24
TSP1 cancer 25
hyperplasia 23

1 p<0,05

Table 3. Concentration of molecular markers in cancer group divide by
Tumor grade

group N Median (25-75) p
AR Gleason 6 23 0,55(0,26-1,11) 0,82
or less
Gleson 7 or 34 0,52(0,27-1,94)
more
PCA3  Gleason 612 0,37(0,19-0,57) 0,59
or less
Gleson 7 or 17 0,77(0,13-1,40)
more
AMARC Gleason 611 1,64(0,36-3,68) 0,32
or less
Gleson 7 or 16 1,96(0,82-5,51)
more
TSP1 Gleason 611 1,65(1,10-3,78) 0,25
or less
Gleson 7 or 14 2,89(1,37-6,35)
more
P<0,05
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Table 4 . Frequency distribution of DD3, AMACR and TSP1 mRNA expressions and
serum PSA between PCa and BPH group.

N PCan (%) BPH n (%) p*
AR <0.327 37 17 (45.9%) 20 (54.1%)
0.017
AR >0.327 57 41 (71.9%) 16 (28.1%)
DD3 < 0.306 29 11 (37.9%) 18 (62,1%)
0.007
DD3 > 0.306 25 19 (76%) 6 (24%)
AMACR<1.45 25 11 (44 %) 14 (56 %)
0.513
AMACR > 1.45 26 16 (61.5 %) 10 (38.5 %)
TSP1<1.64 24 8(33.3%) 16 (66.7%)
0.020
TSP1>1.64 24 17 (70.8%) 7 (29.2%)
PSA <4.25 22 7 (31.8%) 15 (68.2%)
<0.001
PSA > 4.25 69 57 (82.6%) 12 (17.4%)

* Value obtained using the 2x2 Chi-squared test (with correction for continuity).



TABLE 5. Hazard ratio to develop PCa compared to BPH group.

* NMT HR C1 (95%) Pt

AR £0.327

3.41 1.37-8.47 0.008
AR >0.327
DD3 <0.306

4.65 1.36-16.13 0.015
DD3 > 0.306
AMACR < 1.45

2.02 0.63-6.49 0.239
AMACR > 1.45
TSP1<1.64

5.26 1.45-19.23 0.012
TSP1 > 1.64
PSA <4.25

10.20 3.41-30.30 <0.001
PSA > 4.25

'p<0,05

Figure 1: TSP1 concentration in cancer and hyperplasia group
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Figure 2: AMARC concentration in cancer and hyperplasia group
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Figure 4: AR concentration in cancer and hyperplasia group
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