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Resumo: O gene PCA3 localiza-se no cromossomo 9g21-22 na posicdo
antisenso do intron 6 do gene Prune 2. A caracterizacdo da sequéncia
ndo-codificante do PCA3 demonstrou a presenca de moléculas de RNA
splicing variantes, bem como locais de poliadenilacdo alternativas, e
alta densidade de stop-codons. Neste momento, o gene PCA3 é o Unico
potencial biomarcador descrito na literatura que demonstra associagdes
com céncer de préstata (CaP). Embora a aplicacdo diagnéstica do PCA3
tenha sido demonstrada em amostras biolégicas importantes, tais como
urina, sangue periférico e bidpsias, apenas dois estudos t&m descrito
polimorfismos neste gene; uma repeticdo "AATA" e um polimorfismo
de um dnico nucledtido (-845G / A) descrito na regido promotora.
O presente estudo teve como objetivo investigar se os polimorfismos
identificados recentemente localizados no exon 2 do gene PCA3
(A164C e dbSNP7039217) estava envolvidos na susceptibilidade ao
adenocarcinoma de préstata. DNA gendmico total foi extraido a partir
de sangue periférico de 89 pacientes com CaP, e subsequentemente
submetidos a PCRRFLP, utilizando as enzimas de restricdo Mbol e Tsp45l.
Os produtos amplificados foram analisados em eletroforese em gel de
agarose e fotodocumentados. A andlise estatistica foi realizada utilizando
GraphPad Prism 5.0. Nao foi encontrada correlagdo significativa entre
o polimorfismo A164C e dbSNP7039217 PCA3 e os dados clinicos
dos pacientes. Esta é a primeira descricdo de andlise de SNPs A164C e
dbSNP7039217 em regides PCA3 exon demonstrando sua associagdo
com a progressdo do cancer de préstata.

Palavras-chave: PCR-RFLP; Hiperplasia Prostdtica Benigna; Marcadores
Moleculares
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1. Introducéo

A préstata consiste em uma glandula exécrina presente no sistema reprodutor
masculino, sendo responsavel pela producdo de 50-70% dos fluidos seminais (RONNAU
et. al., 2014). Atualmente existem apenas irés processos patoldgicos que afetam a
gléndula prostdtica com considerdvel frequéncia, sendo elas: inflamagdo, aumento
nodular benigno e tumores (BRITO; MORAIS, 2012). Dentre estes processos o carcinoma
prostdtico compreende numa lesdo extremamente comum em homens, necessitando deste
modo, exames minuciosos (EPSTEIN, 2010).
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O Caéncer de Préstata (CaP) é considerado o tipo mais comum de tumor que afeta
homens americanos e brasileiros, sendo a segunda maior causa de morte por neoplasia
(SIEGEL et al., 2012). No Brasil, o CaP consiste no segundo mais comum entre os
homens, em valores absolutos, sendo o sexto tipo mais comum no mundo e o mais
prevalente em homens, representando cerca de 10% do total de cénceres, perdendo
apenas para o cancer de pele ndo-melanoma (INCA, 2013).

Conforme salientado pelo Instituto Nacional do Céancer (2013), estima-se para o
Brasil no ano de 2014 um valor de aproximadamente 576 mil novos casos de cénceres
incluindo o de préstata, pulmdo e bexiga. Dentre os fatores de risco aceitos que
amplamente associam ao CaP est@o a idade, einia, a dieta e o estilo de vida
(MAHMOUD et al., 2013).

O CaP é conhecido como uma doenca da terceira idade (BRAWLEY et al., 2009)
onde o Unico fator de risco bem estabelecido para o seu desenvolvimento é a idade.
Logo, tem-se notado uma estreita relagdo entre o aumento da idade e maior risco de
desenvolver o CaP, sendo que aproximadamente 0,6% de todos os casos sdo
diagnosticados antes dos 45 anos, e entre 62% e 85%, apds a idade de 65 anos
(FOURNIER et al., 2004; PLATZ; GIOVANNUCCI, 2006). No que se refere & incidéncia
anual do CaP, uma relagao significativa foi observada quando considerado a idade dos
enfermos em diferentes paises bem como os grupos étnicos e raciais (PLATZ;
GIOVANNUCCI, 2006; BOYLE; LEVIN, 2008; KARIM-KOSS et. al., 2008; FERLAY et al.,
2010).

A etiologia apresentada pelo CaP envolve causas multifatoriais, como fatores
ambientais, hormonais e hereditdrios (CLARKE et al., 2009). De acordo com PORKKA e
colaboradores (2004) o CaP é proveniente de alteracdes genéticas que atuam inativando
genes supressores de tumor e em contrapartida tem-se a ativagdo de proto-oncogenes.
Quando o paciente apresenta metdstases, o céncer de préstata demonstra sitios primdrios
de instalagdo de suas células prostaticas comumente nos ossos, refo, bexiga e linfonodos
(GABRIEL; BERNARDES, 2010), o que compromete a qualidade de vida dos pacientes
que a possui.

Segundo o INCA (2003) a incidéncia do CaP vem demonstrando um rdpido
crescimento, podendo desta maneira ser atribuido em parte, & introdugdo de
modalidades diagnésticas como a utilizagdo do teste do PSA e ao aumento da
expectativa de vida da populacdo. No entanto até o presente momento ndo existe ainda
disponiveis testes especificos para o CaP (KLECKA et al., 2010). Atualmente a detecgdo
precoce do CaP é baseada na medicdo total do soro do antigeno prostdtico especifico
(tPSA) e, como complemento o exame retal digital (DRE) acompanhado de bidpsia
(SUZUKI et al., 2008). Embora o PSA tenha sido utilizado para o diagnéstico por mais
de 30 anos, o mesmo apresenta comumente em seus resultados elevado nimero de
falsos-negativos e falsos-positivos (KLECKA et al., 2010).

Apesar da medigdo do PSA ser considerado como o melhor marcador tumoral do
soro convencional disponivel, este ndo apresenta alta especificidade e sensibilidade para
o diagnéstico precoce do CaP (ZHOU et al., 2011). Pesquisas do Servico de Prevengdo
dos Estados Unidos indicou que o rastreamento do céncer de préstata pelo PSA foi
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associado com mais prejuizos do que beneficios para os pacientes, devido ao excesso de
resultados falsos-positivos nos testes, culminando em tratamentos desnecessarios (CHOU
etal., 2011). Portanto, s@o necessdrios métodos que possam detectar o tumor inicial, num
momento em que o tumor é ainda localmente confinado e potencialmente curével (DE
KOK et al., 2002).

Considerado como a principal molécula estreitamente associada ao CaP, estudos
tem demonstrado o potencial uso do PCA3 quando em conjunto aos niveis de PSA no
soro para o diagnéstico do adenocarcinoma da préstata (SALAMI, et al. 2011). Até o
momento o gene PCA3 tem se constituido como um potencial biomarcador no diagnéstico
do CaP, proporcionando uma base forte para o desenvolvimento de novas estratégias de
tratamento (HESSELS et al., 2003).

A molécula de RNA do PCA3 é n&o codificante (ncRNA) apresentando aumentos
significativos em células tumorais prostdticas horménio dependentes, gerando a hipétese
de um papel funcional dessa molécula na biologia da préstata (SCHALKEN et al., 2003).
O acentuado aumento do RNA do PCA3 e sua expressdo prostatica especifica no CaP
sugerem uma regulagdo transcricional Gnica (ZHOU et al.,, 2011), onde o ncRNA é
altamente superexpresso em mais de 95% dos cdnceres de préstata primdrios
(BUSSEMAKERS et al., 1999).

A atividade especifica do promotor PCA3 em células de CaP pode ser utilizado
como uma estratégia adicional para as abordagens terapéuticas especificas (FAN et al.,
2010), de modo que as diferencas apresentadas na expressdo génica podem ajudar a
elucidar o microambiente do tumor (SALAGIERSKI et al., 2010). Em fevereiro de 2012, a
FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso do biomarcador PCA3 no
diagnéstico do CaP em urina a partir da detecgdo de RNA expressos desse gene.

Em suma, estudos utilizando as técnicas de Genética Molecular t&m demonstrado
que os niveis do ncRNA do gene PCA3 é significativamente aumentado no
adenocarcinoma de préstata. Dentre as aplicagdes clinicas potenciais para o PCA3
destacam-se a detec¢do de recorréncia local apés prostectomia radical ou radioterapia e
o monitoramento de pacientes que fazem o uso de medicacdes que afetem PSA
(HESSELS; SCHALKEN, 2009).

Embora, a sua aplicacdo diagnéstica demonstra ser uma ferramenta importante &
prética clinica, em amostras biolégicas como urina (HESSELS et al., 2003), sangue
periférico (OLIVEIRA et al., 2003; NEVES et al., 2012) e biépsias (NEVES et al., 2008;
NEVES et al., 2012), até o presente momento, apenas dois trabalhos foram publicados
no pubmed (NCBI) relatando associagdes entre os polimorfismos presentes na sequéncia
de DNA do gene PCA3 e o CaP (ZHOU et al., 2011; FONTENETE et al., 2012). Em
ambos os trabalhos foram relatadas associagdes entre polimorfismos localizados na
regido promotora do gene com o risco ao desenvolvimento do céncer de préstata. ZHOU
e cols. (2011) e FONTENETE e cols. (2012) analisaram as repeticdes de
tetranucleotideos e um SNP (G/A), respectivamente, na regido promotora.

Diferentes campos da atividade cientifica e de pesquisas académicas bésicas tém
utilizado as técnicas de Genética Molecular (ATKINS; CLARK, 2004; COTTON, 1997)
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com vistas & aplicacdo ao diagnéstico e prevengdo de diversas doencas (PASSOS-
BUENO; MOREIRA, 2004; LINSCOTT, 2002), tais como o céncer (SPIEGELMAN et al.,
2000; XIAO; OEFNER, 2001).

Técnicas de biologia molecular constituem como um instrumento fundamental na
drea de genética humana, auxiliando no diagnéstico de doencas monogénicas,
permitindo n&o sé a identificagdo do gene afetado, mas também da mutagdo responsavel
pela doenca. N&o obstante grande parte dos testes genéticos destina-se ao diagnéstico e
prevencdo de doencas raras, embora avancos tecnoldgicos tenham consentido o uso
destes testes para a avaliacdo de risco de doencas como céncer (SPIEGELMAN et al.,
2000; XIAO; OEFNER, 2001).

A correlacdo entre mutacdes génicas e suscetibilidade a doencas é
particularmente importante no cdncer, sendo que cerca de 5% a 10% dos casos ocorrem
em individuos que herdaram alguma predisposicdo a essa doenca (MOLINA; TOBO,
2004). Assim, técnicas de biologia molecular como PCR-RFLP, PCR-SSCP, sequenciamento
direto e genotipagem de SNPs por PCR em Tempo Real tém sido utilizadas para as
andlises de polimorfismos génicos.

No genoma humano os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) sdo
considerados como a forma mais frequente de variagao na sequéncia de DNA (TAILON-
MILLER et al. 1999) e sdo geralmente definidos como regides pontuais do DNA, onde a
base nucleotidica seja varidvel na populagcdo. De acordo com Kwok e Gu (1999),
estudos envolvendo andlises genotipicas de portadores e ndo portadores de doenca
permitem observar gendtipos estreitamente associados com individuos afetados,
indicando um possivel gene candidato para a doenga em questdo.

Os SNPs t&ém ganhado grande énfase como um importante marcador utilizado nas
pesquisas de doengas genéticas complexas (KWOK; GU, 1999). A andlise de SNPs
pode ser realizada usando as técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction) seguida pela
digestdo do DNA com enzimas de restricdo especificas (RFLP - Restriction Fragment Length
Polymorphism). Dentre as diversas técnicas de biologia molecular, a RFLP é empregada
na andlise de polimorfismos obtidos através do corte de fragmentos de DNA com
endonucleases de restricdo.

A técnica de PCR-RFLP tem sido bastante utilizada em trabalhos que visam
encontrar diversidade gendmica (SCHOGL, 2000). As variacdes detectadas pela técnica
RFLP decorrem de mutacdes simples, rearranjos dos segmentos de DNA por efeito de
delecdes, insercdes ou translocacdes e recombinagdo. Essas modificagdes podem
ocasionalmente alterar a sequéncia ou substituir bases nitrogenadas em um ou mais sitios
de reconhecimento de uma determinada enzima (CAIXETA et al., 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo analisar os
polimorfismos A164C e dbSNP7039217 localizado no exon 2 do gene PCA3 a fim de
se caracterizar novos locos genéticos de susceptibilidade ao adenocarcinoma de préstata
por meio de andlises de mutagdes pontuais do tipo SNPs.
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2. Material e métodos

Os procedimentos empregados neste estudo para manipulagdo do material
biolégico adotaram as normas do Cédigo de Etica Médica, com No. 005/2001 de
aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). A identificacdo das amostras foi feita conforme os nimeros de prontudrios e o
ndmero de entrada do individuo na pesquisa.

Neste estudo foram analisadas amostras de pacientes com CaP (n= 89) e
hiperplasia prostatica benigna (HPB) (n= 39) e 24 individuos da populagdo masculina.
Para o polimorfismo A164C foi analisado 69 amostras de pacientes com CaP, 33 com
HPB e 17 individuos da populacdo masculina e para o polimorfismo dbSNP7039217
foram analisados 20 amostras de pacientes com CaP, 6 com HPB e 7 individuos da
populagdo masculina, provenientes do banco de amostras do Laboratério de
Nanobiotecnologia da UFU, coletadas entre 2003-2007 pela equipe médica e
ambulatorial do setor de Urologia no Hospital das Clinicas da UFU, mediante
autorizagdo dos pacientes, os quais assinaram um Termo de Consentimento. As amostras
representando a populagdo masculina brasileira foram provenientes de individuos com
idade minima de 20 anos, e que ndo demonstraram a doenca.

O designer dos primers foi realizado utilizando sequéncias previamente
depositadas do gene no GenBank, disponiveis no site do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e
com o auxilio do software Primer Express versdo 3.0 - Applied Biosystems. A
amplificagdo da sequéncia alvo do gene PCA3 foi feita a partir de 100ng de DNA
gendmico dos pacientes, 1,5mM de MgClz, 10pmol de primers, 0,2mM de dNTPs e
1U/uL de Tag DNA polimerase.

Apbés reagdo otimizada em termociclador, os produtos obtidos foram analisados
em gel de agarose a 1,2% e fotodocumentados por meio do software Loccus
Biotecnologia - LPix. O produto amplificado foi digerido com as enzimas Mbol e Tsp45I
(3U/ul) por 4 horas a 37°C utilizando a técnica RFLP, para os polimorfismos A164C e
dbSNP7039217, respectivamente.

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas no programa GraphPad Prism
5.0 (San Diego, CA, USA) utilizando testes de correlagdo de Spearman e de equilibrio
de Hardy-Weinberg, assim como, o teste do y2-quadrado ou Exato de Fisher quando
apropriado, e chances de ocorréncia da doenga (OR). Os valores de “p” menores que
0,05 foram considerados significativos.

3. Resvultados

A amplificagéo do polimorfismo A164C e dbSNP/rs7039217 do exon 2 do gene
PCA3 estdo representados na Figura 1.
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Figura 1: Representagdo da amplificagdo do polimorfismo A164C e dbSNP/rs7039217
localizados no exon 2 do gene PCA3. Fig. 1A) As 10 amostras presentes no gel apresentam o
fragmento amplificado do tamanho esperado de 188pb. Fig. 1B) As 9 amostras presentes no gel
apresentam o fragmento amplificado do tamanho esperado de 165pb. M- Marcador de peso

molecular de 100pb.

Trés padrdes de bandas polimérficas do A164C foram obtidos, sendo
correspondentes aos gendtipos AA (188pb), AC (188 pb, 154pb e 34pb) e CC (154pb
e 34pb) (Figura 2a). Para o polimorfismo dbSNP/rs7039217 foi obtido um padréo de
banda polimérfica correspondente ao gendtipo CC (77pb e 88pb) (Figura 2b).

2B

AC AA CCCCAC CC CC AA AC

-CC CC CC CC CC cCccc cc cc cC

F B _F ¥ - - .-

-~

e

Figura 2: PCR-RFLP representativa do padrdo de restricdo obtido para o polimorfismo
A164C e dbSNP/rs7039217 localizados no exon 2 do gene PCA3 gerado pela enzima Mbol e
Tsp45l. A) Os fragmentos observados foram correspondentes aos gendtipos AA (188pb), AC (188
pb, 154pb e 34pb) e CC (154pb e 34pb). B) Os fragmentos correspondentes ao gendtipo CC
(77pb e 88pb). M- Marcador de peso molecular de 100pb.

A populagdo estudada para o polimorfismo A164C encontra-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg (x2 = 1,01; P= 0,062), apresentando frequéncia genotipica de 49%
AC, 40% CC e 30% AA e frequéncia alélica 46% A e 54% C. A idade média
apresentada pelos pacientes com genétipo AA foi de 67 anos (SD = 7 variando de 58 a
85 anos), de 64 anos (SD + 8, variando de 44 a 82 anos) para individuos AC e para o
grupo CC foi de 65 anos (SD = 9, variando de 41 a 82 anos). A idade média do grupo
populacional masculino com genétipo AA foi de 35 anos (SD + 9, variando de 25 a 47
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anos), de 42 anos (SD + 8, variando de 28 a 55 anos) para individuos AC, e para o
grupo CC foi de 63 anos (SD = 0).

Para o polimorfismo dbSNP7039217 a populagdo estudada apresenta frequéncia
genotipica de 100% CC e frequéncia alélica 100% C. A idade média demonstrada pelos
pacientes com gendtipo CC foi de 66anos (SD + 7, variando de 59 a 73 anos).
Nenhuma correlagdo significativa foi encontrada entre os polimorfismo A164C e
dbSNP7039217 do PCA3 e os dados clinicos dos pacientes (p<0,05).

Dentre os dados clinicos dos pacientes com CaP e HPB analisados para o
polimorfismo  dbSNP7039217, 27,27% apresentaram PSA <5 ng/ml, 50%
demonstraram PSA entre 5-10 ng/ml, 22,72% evidenciaram PSA >10 ng/ml. Em
relacdo a pacientes com CaP, 55% possuiam Gleason <7 e 45% apresentaram Gleason
>7. No que se refere ao TNM 85% demonstraram pT1-pT2 e 15% apresentaram pT3.

As frequéncias genotipicas e alélicas apresentadas pelo grupo de pacientes com
HPB analisados para o polimorfismo A164C foram significativamente diferentes daqueles
apresentados pelos individuos da populacdo masculina (x2; p < 0,05), por outro lado
ndo foram encontradas diferencas entre os grupos CaP e HPB.

A partir dos dados obtidos foi verificada uma associacdo positiva entre o gendtipo
CC versus AA + AC e uma chance 6.25 aumentada de ocorréncia do HPB comparado
ao grupo populacional masculino. Uma tendéncia de significancia foi encontrada de
2.38 para ocorréncia do CaP comparado ao grupo populacional masculino. Embora
tenham sido encontradas associagdes significativas para o genétipo CC apenas quando
considerados valores entre pacientes HPB e grupos de individuos da populagao
masculina (OR: 6,25; P< 0,04).

4. Discussé@o

Embora o PSA seja um biomarcador especifico da préstata, o mesmo ndo
apresenta especificidade ao adenocarcinoma de préstata uma vez que outras
enfermidades benignas que acometem esta glandula provocam o seu aumento no soro,
por conseguinte a maioria dos casos de homens com altos indices de PSA ndo
demonstram ter o CaP (LOEB; CATALONA, 2008). Devido a este fato, tém sido propostos
in0meros estudos visando modificacdes nas medicdes do PSA a fim de promover
melhorias no desempenho das andlises e no diagnéstico (LIN, 2009).

Assim sendo, existe uma exitrema necessidade do uso de biomarcadores de alto
desempenho como uma ferramenta complementar ao PSA no intuito de distinguir com
maior precisdo e especificidade os pacientes com céncer dos sauddveis, ndo obstante o
emprego desta abordagem propiciard ainda a identificagao de enfermos cujo cancer
apresenta-se agressivo com alta precisdo, minimizando deste modo a grande quantidade
de biopsias desnecessdarias (FONTENETE et al., 2011).
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Uma vez que o CaP se configura como uma doenca heterogénea, a utilizagao de
um painel de biomarcadores pode aprimorar ainda mais a precisdo do diagndstico
(SALAGIERSKI et al., 2010), de modo que o uso de biomarcadores com finalidade de
friagem, defeccdo e prognéstico do CaP, revolucionou o manejo desta doenca
(SCHIFFER, 2007). Atualmente uma ampla gama de estudos aferem biomarcadores na
urina podendo ser utilizados na detec¢do de células cancerigenas ou de produtos
prostdticos que podem indicar a presenca do CaP (DOWNES et al., 2007), bem como a
detec¢do do PCA3 no sangue que pode potencialmente ser utilizado como um indicador
progndstico de cancer de préstata agressivo (JOST et al., 2010).

Em fevereiro de 2012, a FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso do
biomarcador PCA3 no diagnéstico do CaP em urina. Dentre as aplicagdes clinicas
potenciais para o PCA3 destacam-se a detec¢do de recorréncia local apés prostectomia
radical ou radioterapia e o monitoramento de pacientes que fazem o uso de medicagdes
que afetem PSA (HESSELS; SCHALKEN, 2009). Os testes com base na detecgdo do PCA3
em suma podem ser de grande auxilio ao PSA, uma vez que quando combinados (PCA3,
PSA e bidpsia), hd um significativo aumento de 90% na acurdcia diagnéstica na
predicdo da extensdo exiracapsular ou clinicamente o baixo volume do tumor
(WHITMAN et al., 2008).

O acentuado aumento do RNA do PCA3 no CaP e sua expressdo prostata-
especifica (BUSSEMAKERS et al., 1999) indica que os estudos de alteracdes genéticas
tais como andlises de polimorfismos podem ser Uteis na elucidagdo da patogénese do
CaP, assim como sobre o papel funcional do PCA3 nas células tumorais prostdticas.

Estudos a cerca de polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP) sdo amplamente
Uteis na pesquisa genética, uma vez que permitem rastrear genes causadores de doengas
por meios de andlises de ligagdo familiar. Os SNPs consistem na mudanga de um Unico
nucleotideo e sdo as formas mais abundantes de variagdo genética, com frequéncia no
genoma de um SNP a cada 1.000 pares de base (JOHNSON et al., 2004). Assim, a
andlise de SNPs e haplétipos na investigagdo oncolégica pode auxiliar na melhoria das
técnicas de diagndstico e para o desenvolvimento de agentes para a prevengdo e o
tratamento do cancer (FONTENETE et al., 2012).

Os SNPs sdo resultantes de mutacdes sendo herdados como variantes alélicas,
podendo ou ndo gerar diferengas fenotipicas (HAYASHI et al., 2004). Uma vez que
constituem as formas mais abundantes de variagdes do genoma, os SNPs podem ser
utilizados na andlise e caracterizagdo genética (RAFALSKI, 2004). Estudos a cerca de
SNPs que alteram a expressdo do gene PCA3 pode ser 0til para o diagnéstico clinico do
cancer de préstata, como descrito por outros autores (NAKANISHI et al., 2008; HESSELS;
SCHALKEN 2009; AUBIN et al., 2010; KLECKA et al., 2010).

Os estudos de polimorfismos presentes nas sequéncias do gene tém demonstrado
ser de suma importdncia na nova abordagem de fatores hereditdrios de predisposicdo ao
CaP com énfase na molécula do PCA3, sendo que estudos prévios evidenciaram uma
estreita relacdo entre SNPs e a regido promotora deste gene. De acordo com ZHOU e
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colaboradores (2011) o polimorfismo de repeticao “TAAA” na regido promotora do gene
PCA3 estd relacionado ao risco de CaP.

Os individuos analisados para o polimorfismo dbSNP/rs7039217 exibiram
gendtipo selvagem quando verificado os padrdes de bandas obtidos, assim como dados
obtidos na Europa, Asia e Africa Sub-Saariana depositados no banco de SNPs do NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Por conseguinte devido todos os
individuos de ambos os grupos (HPB, CaP e populagdo masculina) apresentarem
gendtipo normal ndo se fez necessdrio a continuidade do experimento para este sitio
polimérfico. Os dados obtidos para o polimorfismo A164C sugere associagdo com o
desenvolvimento de doencas prostdticas, corroborando com dados obtidos por Zhou e
cols. (2011) e Fontenete e cols. (2012), demonstrando haver associagdes entre
polimorfismos localizados na regido promotora do gene ou em regides de exon com o
risco ao desenvolvimento e/ou progressdo do CaP.

A diferenca de susceptibilidade pode estar relacionada as alteragées na
frequéncia alélica do SNP rs1417360 (A/C) do PCA3 encontrada entre pacientes com
CaP, HPB, bem como, com os grupos de individuos populacional. Os niveis de RNA do
PCA3 aumentados no CaP j& se encontram bem estabelecidos na literatura quando
comparado aos individuos sauddveis ou com HPB. No presente trabalho, nés
demonstramos que o dbSNP/rs7039217 ndo apresentou diferencas polimérficas entre os
grupos de individuos analizados, em que todos apresentaram o gendtipo selvagem com
sitio de corte para a enzima de restricdo, ou seja gendtipo CC (C/T). J& o SNP
rs1417360 localizado no exon 2 do gene PCA3 apresentou no nosso estudo associagdo
com o CaP, e a partir desses dados hipotetizamos que o alelo C possa atuar como uma
regido acentuadora para o aumento da expressdo do PCA3 e/ou contribua para uma
maior estabilidade do RNA.

Contudo, é importante enfatizar nesta Ultima hipétese que o exon 2 sofre splicing
em 95% dos casos que apresentam PCA3 positivos associados ao CaP, e a maneira na
qual o exon 2 estaria envolvido na associacdo com o adenocarcinoma de préstata ainda
consiste em um desafio a ser elucidado. Considerando a andlise que fizemos ndo é
possivel afirmar que a mudanga A/C no polimorfismo A164C module a expressdo do
PCA3 e se faz necessdrio estudos de diferentes tipos de polimorfismos nesse gene que
possam auxiliar na compreensdo de como essas alteragdes genéticas estdo envolvidas na
susceptibilidade de ocorréncia e/ou progressdo do CaP, sendo fundamental maiores
estudos prospectivos.

Dentre as limitagdes do presente trabalho podemos citar o pequeno tamanho
populacional e o estudo com uma populagdo altamente miscigenada como a brasileira.
Assim, estudos adicionais com populagdes de diferentes etnias e um maior nimero
amostral sdo necessdrios para fornecer uma visdo mais aprofundada dos nossos
resultados inéditos, mas preliminares. Em suma, nosso estudo apresenta-se como um
veiculador de conhecimento e informagdo, no qual demonstra uma associagdo entre o
polimorfismo genético A164C A/C no exon 2 do PCA3 e o CaP na populagdo brasileira,
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sugerindo que essa regido possa ser de susceptibilidade genética ao CaP e pode
desempenhar um papel importante como estudo piloto para a compreensdo do
adenocarcinoma de préstata.

5. Concluséo

Os dados apresentados nesse trabalho sdo inéditos para andlise dos
polimorfismos SNP rs7039217 e A164C localizados em exons do gene PCA3 no estudo
da progressdo do adenocarcinoma de préstata, demonstrando ndo haver diferenca de
susceptibilidade relacionada & frequéncia alélica do SNP rs7039217 (C/T) do PCA3
entre pacientes com CaP, HPB e populagdo masculina, ndo associando ao
adenocarcinoma de préstata, bem como o HPB. Entretanto o polimorfismo A164C
apresentou haver associacdo entre a alteracdo A/C com o CaP comparado ao grupo
popacional masculino. As informagdes aqui alcangcadas permitem uma melhor
compreensdo a cerca do gene PCA3, assim como, na caracterizagdo de polimorfismos
existentes ao longo de sua sequéncia, e nas possiveis influencias de tais SNP na biologia
da préstata uma vez que estudos prévios relatam uma estreita ligagdo deste gene com o
adenocarcinoma de préstata.
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Polymorphism A164C and RS7039217 analysis in exon 2 of the PCA3
gene in the study of prostate cancer

Abstract: The PCA3 gene is located on chromosome 992 1-22 in an antisense
orientation within the intron 6 of the Prune 2 gene. The characterization
of the non-coding PCAS3 transcript sequence demonstrated the presence of
RNA molecules with splicing variants as well as alternative polyadenylation
sites, and high density of stopcodons. At the moment, the PCA3 gene
is the unique potential biomarker described in the literature presenting
associations with prostate cancer (PCa). Although the PCA3 diagnostic
application have been demonstrated in important biological samples such
as urine, biopsies and peripheral blood, only two studies have described
polymorphisms in this gene; a "TAAA" repeat and a single nucleotide
polymorphism (-845G/A) described in the promoter region. The present
study aimed to investigate if a recently identified polymorphism located at
the exon 2 of PCA3 gene (A164C and dbSNP7039217) was involved
in the susceptibility to prostate adenocarcinoma. Total genomic DNA
was extracted from peripheral blood of 89 PCa patients, subsequently
subjected to PCR-RFLP using the Mbol and Tsp45l restriction enzyme.
Amplified products were analyzed in agarose gel electrophoresis and
photodocumented. Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism 5.0. No significant correlation was found between the A164C
polymorphism and dbSNP7039217 PCA3 and the clinical data of patients.
This is the first description of a SNPs A164C and dbSNP7039217 analysis
in PCA3 exon regions demonstrating its association with prostate cancer
progression.

Keywords: PCR-RFLP; Benign Prostatic Hyperplasia; Molecular Markers.
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