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RESUMO

Introducao: Pacientes com neoplasia epitelial de ovério geralmente sdo diagnosticadas
tardiamente, o que significa uma sobrevida em 5 anos de menos de 30%. A dificuldade em
se diagnosticar precocemente esta neoplasia ocorre devido a falta de sintomas
caracteristicos, a auséncia de um teste adequado de rastreamento e detec¢do precoce € ao
fato de a localizacdo dos ovdrios ser profunda na pelve, tornando a bidpsia dificil, sendo
necessdrio para isto, procedimentos ciriurgicos invasivos. A descoberta de um marcador
tumoral que fosse detectado precocemente no sangue destas pacientes permitiria um
diagndstico precoce. A prostasina € uma protease que em condicdes normais estd
superexpressa somente na glandula prostitica e no liquido seminal. Um estudo prévio
sugere que a neoplasia epitelial de ovario possa superexpressar esta protease. O presente
trabalho avalia a prostasina como um possivel candidato a marcador tumoral em neoplasia
epitelial de ovario.

Pacientes e Métodos: Amostras tumorais de pacientes com neoplasia epitelial de ovario
(n: 12 - grupo 1) e de outros tumores ovarianos (n: 3 — grupo 2), operadas nos hospitais
Sao Lucas da PUCRS, Fémina e Concei¢do, foram analisadas através das técnicas de RT-
PCR e RT-PCR em tempo real para detectar e quantificar, respectivamente, a presenca da
prostasina. Todas as amostras foram coletadas prospectivamente, apds a assinatura do
termo de consentimento. Nenhuma das pacientes possuia diagndstico prévio de outras
neoplasias e nunca tinham recebido qualquer forma de tratamento oncolégico para a
neoplasia de ovdrio. Amostras de tecido prostitico foram utilizadas como controle para a
expressao da prostasina.

Resultados: A andlise da presenca de prostasina em amostras de tumores epiteliais € nao

epiteliais de ovdrio através da técnica de RT-PCR demonstra que ela estd presente na



Xiv
grande maioria das amostras e que este ndo ¢ um método adequado para a diferenciacao
destes tumores. J4 a quantificacdo deste potencial marcador através de RT-PCR em tempo
real sugere uma superexpressdo da prostasina em amostras de tumores epiteliais
encorajando novos estudos para investigacdo da mesma como um marcador tumoral para a
patologia em estudo.

Conclusao: Os resultados sugerem que os tumores epiteliais de ovario superexpressam a

prostasina e que esta deva ser melhor estudada como um novo marcador tumoral em

neoplasia de ovério.

Unitermos: marcadores tumorais, prostasina, neoplasia de ovdrio.
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ABSTRACT

Background: The diagnosis of epithelial ovarian cancer is generally performed in
advanced stages of the disease. The main hurdle for early diagnosis of ovarian cancer is the
lack of characteristic symptoms and efficient screening tests. The development of a tumor
marker that could detect early curable stages of this disease is therefore of utmost
importance. Prostasin is a protease that in normal tissues is highly expressed only in the
prostate gland and in seminal fluid. A previous study has indicated that epithelial ovarian
cancer may overexpress prostasin. The present study sought to further evaluate prostasin as
a possible candidate tumor marker in epithelial ovarian cancer.

Patients and Methods: Fresh tumor samples of ovarian epithelial cancers (n: 12) and non-
epithelial ovarian cancers (n: 3) were analyzed for the expression of prostasin mRNA. The
samples were analyzed for prostasin expression by conventional PCR and real time
quantitative PCR. As a standard control indicating high expression of prostasin in normal
tissue, prostate samples were analyzed.

Results: Using conventional PCR, prostasin was detected in all samples (epithelial and
non-epithelial) except in 1 case of epithelial cancer. Using quantitative PCR, prostasin was
overexpressed in the samples from epithelial ovarian cancer compared to prostate samples
whereas it was not in the non-epithelial tumors.

Conclusion: Prostasin mRNA is overexpressed in epithelial ovarian cancer and the
findings warrant further studies of prostasin as a biomarker candidate for the early
detection of ovarian epithelial cancer. Quantitative PCR may add specificity as a tumor

marker method of analysis.

Key words: tumor markers, prostasin, ovarian cancer.



1 INTRODUCAO

De acordo com as estatisticas americanas, a neoplasia epitelial de ovario corresponde
a segunda neoplasia mais comum e a primeira em mortalidade nas mulheres que
desenvolvem um cancer ginecoldgico. Além disso, esta neoplasia corresponde a quarta
causa mais comum de morte por cancer em geral em mulheres, sendo que 50% de todos os
casos ocorrem acima dos 65 anos. O ovério também pode estar envolvido com neoplasias
de linhagem ndo epitelial, como origindrias de células germinativas e estromais, € com
neoplasias metastdticas de diversos sitios como cancer de mama e tumores do trato
gastrointestinal (adenocarcinoma com células em anel-de-sinete metastatico — tumor de
Krukenberg) ">, Nos Brasil, os dados divulgados pelo Instituto Nacional do Cincer
(INCA) ndo definem a exata situacdo das neoplasias malignas do ovdrio, mas a deixam
entre as de baixa incidéncia. As mesmas ficam além do 11" lugar dentre aquelas que
acometem as mulheres”. Registros brasileiros de 1982, feitos com base em diagnésticos
histopatoldgicos - ndo estimativos como os do INCA - ddo incidéncia para o cancer do
ovdrio de 715 casos anuais, para uma populacio que na época era de 59.924.7662 mulheres
(estimativa de 1999 igual a 79.624.134). Naquela época, o ovério era o 8° 6rgdo no
acometimento neopldsico geral para as mulheres®®. Porém, tanto os dados de 1999 do
INCA, quanto os de 1982 da Campanha Nacional de Combate ao Céncer, sdo unanimes em
situar as neoplasias malignas do ovirio como sendo a 3 em ordem de incidéncia dentre
aquelas que acometem os 6rgdos genitais femininos, ficando abaixo das lesdes do colo e do
corpo do ttero”®. O INCA publicou as taxas estimativas de 1999, as quais foram obtidas
dos dados registrados no periodo de 1980 a 1996. A semelhanca da estatistica de
incidéncia, as de mortalidade também ndo mostram discrimina¢@o do nimero de 6bitos em

N . , .~ (46 -
decorréncia da doenca, mas a mesma situa-se além da 6* posicio*®. Apesar de ndo ser a



neoplasia feminina mais comum, a ovariana lidera a causa mortis dentre as do cancer
ginecoldgico. Seu patamar fica junto com as de alta mortalidade anual (es6fago, pulmao e
estdmago), com taxas acima de 50%.

A taxa de mortalidade extremamente alta de pacientes com carcinoma de ovério se
d4, indiscutivelmente, devido ao diagndstico tardio desta doenga. A sobrevida em 5 anos
para aquelas pacientes com esta neoplasia com estdgios clinicos (EC) iniciais gira em torno
de 90%. Porém, menos de 25% das mulheres se apresentam com a doenga neste estddio.
Para os 75% das mulheres que se apresentam com a doenga em estdgios clinicos avancados
a taxa de sobrevida em 5 anos cai para menos de 30% .

O estadiamento da neoplasia de ovdrio € feito cirurgicamente de acordo com a

International Federation of Gynecologic Oncologists (FIGO) ® (Tabela 1)



Tabela 1 - Estadiamento da FIGO para tumores de ovario

Estagios FIGO Caracteristica

)| Tumor limitado aos ovarios

IA Tumor limitado a um ovdrio; cdpsula intacta, auséncia de tumor na
superficie ovariana. Auséncia de células malignas no liquido de ascite
ou no lavado peritoneal.

1B Tumor limitado a ambos os ovérios; cadpsula intacta, auséncia de tumor
na superficie ovariana. Auséncia de células malignas no liquido de
ascite ou no lavado peritoneal.

IC Tumor limitado a um ou ambos os ovdrios e qualquer um dos
seguintes: cdpsula rota, tumor na superficie ovariana, presenca de
células malignas no liquido de ascite ou no lavado peritoneal.

II Tumor envolve um ou ambos 0s ovérios com extensdo pélvica

ITA Extensdo e/ou implantes no utero e/ou trompa(s). Auséncia de células
malignas no liquido de ascite ou no lavado peritoneal.

1B Extensdo para outros tecidos pélvicos. Auséncia de células malignas
no liquido de ascite ou no lavado peritoneal.

IIC Extensdo pélvica (2A ou 2B) com células malignas no liquido de
ascite ou no lavado peritoneal.

111 Tumor envolve um ou ambos os ovarios com metéstases peritoneais
microscopicamente confirmadas fora da pelve e/ou em linfonodos
regionais.

IITA Metéstases peritoneais microscopicas além da pelve.

I11B Metéstases peritoneais macroscopicas além da pelve com 2 cm ou
menos na sua maior dimensao.

IIcC Metéstases peritoneais macroscopicas além da pelve com mais de 2
cm na sua maior dimensao e/ou em linfonodos regionais.

v Metéstases a distancia (excluindo metdstases peritoneais)

Fonte: The new FIGO stage grouping for primary carcinoma of the ovary (1985). Gynecol
Oncol 1986, 25: 383-385.

A dificuldade em se diagnosticar precocemente esta neoplasia ocorre,
principalmente, devido a falta de sintomas caracteristicos e devido a auséncia de um teste
adequado de rastreamento e deteccio precoce .

Um agravante na dificuldade diagndstica e conseqiientemente no rastreamento, € o

fato de a localizacdo dos ovdrios ser profunda na pelve, tornando a bidpsia dificil, sendo

necessdrio para isto, procedimentos muito invasivos, como laparotomia ou laparoscopia.



Existem sugestdes na literatura que, para um teste de rastreamento de cincer de ovdrio ser
adequado, serd necessdrio um valor preditivo positivo (VPP) de aproximadamente 10% (10
procedimentos cirdrgicos para cada 1 cancer). Como esta neoplasia é incomum na
populacdo em geral, com uma prevaléncia de aproximadamente 40 casos para cada
100.000 mulheres acima de 50 anos, serd necessdria uma especificidade de 99,7% para um
teste de rastreamento atingir um VPP de 10%, com uma sensibilidade de 67% 19 Oy seja,
devido a baixa prevaléncia de cancer de ovério, o VPP de um teste de rastreamento nao é
afetado por mudancas na sensibilidade do teste, pois o aumento da sensibilidade para 100%
ndo alteraria substancialmente a especificidade necessdria para se atingir um VPP de 10%.
Portanto, o importante, no caso do cancer de ovério, € a busca de testes de rastreamento
com alta especificidade "

O tnico estudo randomizado para rastreamento de cancer de ovéario publicado foi
de Jacobs 1J e colaboradores. Os autores realizaram um estudo piloto randomizado para
acessar o impacto do uso do CA 125 e da ultrassonografia (US) pélvica no rastreamento
desta doenca. Mulheres pos-menopdusicas foram randomizadas para o grupo controle
(n=10.977) ou para o grupo de rastreamento (n=10.958). As mulheres randomizadas para o
rastreamento foram submetidas a dosagem sérica de CA 125 trimestralmente e realizaram
US pélvica se o nivel de CA 125 fosse de 30 U/mL ou mais. A sobrevida média das
mulheres que tiveram cincer no grupo rastreado foi de 72,9 meses enquanto que no grupo
controle foi de 41,8 meses (p=0.011). O nimero de mortes por cancer de ovdrio nao foi
significativamente diferente entre os 2 grupos, sendo 18 no grupo controle e 9 no grupo
rastreado (IC - 95% 0,78 — 5,13). O VPP deste protocolo de rastreamento foi de 20,7%.

Os autores ponderam que este estudo foi desenhado para demonstrar a viabilidade
de um programa de rastreamento de cincer de ovario com CA 125 e US e ndo para avaliar

impacto em sobrevida. Calcularam que, para se atingir um poder de 80% na deteccdo de



uma diminuicio de mortalidade de 30% em um estudo randomizado controlado, se
necessitaria de 120.000 mulheres sendo acompanhadas por aproximadamente 6 anos 2.

De acordo com a revisdo da literatura, constatamos a inexisténcia de estudos
randomizados e controlados demonstrando que o rastreamento de cancer de ovario com o0s
métodos presentemente sugeridos (CA 125 e US pélvica) tenha qualquer impacto em
aumento de sobrevida e, até que tais estudos sejam publicados, este rastreamento nao pode
ser recomendado para a populagdo em geral fora do contexto de um estudo clinico.

Como j4 citamos acima, a dificuldade em desenvolver um teste de rastreamento
adequado para a enfermidade em questdo se da principalmente devido a baixa incidéncia
da doenca na populacdo, em geral, e ao dificil acesso aos ovarios sem que seja preciso um
procedimento oneroso € invasivo, como uma laparotomia e/ou laparoscopia. Estas duas
caracteristicas combinadas exigem que um teste tenha um valor preditivo positivo de pelo
menos 10% para que seja justificidvel. Acreditamos que o empenho para a descoberta de

marcadores tumorais com alta especificidade para o cancer de ovdrio seja o melhor

caminho neste sentido, dada a acessibilidade e a pouca invasibilidade destes testes.

1.2 Marcadores tumorais

Marcadores tumorais s@o substancias secretadas ou liberadas pelas células tumorais,
que migram para o sangue, urina ou outros sitios facilmente acessiveis, podendo ser usados
como marcadores de rastreamento isoladamente ou em combinacdo, com uma
. oy eqe . (11)
invasibilidade muito pequena * .

Os marcadores tumorais t€ém o potencial de contribuir com o rastreamento,
diagndstico e progndstico de tumores em geral. Além de contribuir na avaliacdo de

resposta das neoplasias aos tratamentos ou de indicar recorréncia de doenga durante o

seguimento .



O Early Detection Research Network (EDRN) do Instituto Nacional do Cancer
Americano estabeleceu 5 critérios para o desenvolvimento e avaliacdo de biomarcadores
(13):

1) uma fase pré-clinica exploratdria para identificar as dire¢cdes promissoras.

2) uma andlise clinica e uma fase de validacdo para avaliar a habilidade do teste em
detectar a doenga estabelecida.

3) uma fase retrospectiva/longitudinal para determinar a habilidade do biomarcador
em detectar a doenga pré-clinica e definir uma regra para se considerar o teste como
“rastreamento positivo”.

4) uma fase prospectiva de rastreamento para identificar a extensao e caracteristicas
da doenca detectada pelo teste e as taxas de falso positivo.

5) um estudo prospectivo randomizado para determinar o impacto do rastreamento
em reduzir as conseqii€éncias da doenga na populacdo em geral.

Conforme seré citado a seguir, diversos marcadores foram testados em neoplasia de
ovdrio através das mais diversas técnicas, sendo que o mais amplamente estudado € o

antigeno CA 125.

1.2.1 CA 125

O CA 125 € uma glicoproteina que estd expressa no epitélio celomico durante o
desenvolvimento embriondrio. Foi descoberta apds a hibridizacdo somatica de células do
baco de camundongos imunizados com uma linhagem celular de carcinoma epitelial de
ovirio 1%,

O CA 125 tem um peso molecular acima de 200.000 MW e esta distribuido no
endotélio das trompas, endométrio, endocérvix e também em ovdrios normais. Além disso,

¢ encontrado nas células mesoteliais da pleura, pericardio e peritonio. A concentragcdo

sérica estd elevada pela invasdo vascular, destruic@o tecidual e inflamac¢do associadas com



a doenca maligna em mais de 90% das mulheres com cancer de ovario avangado e em 40%
de todos os pacientes com neoplasia intra abdominal avancada. Os niveis séricos também
podem estar elevados durante a menstruacdo, gravidez e em outras condi¢des benignas
como endometriose, peritonite ou cirrose, particularmente com ascite 15

O CA125 é o marcador mais investigado em cancer de ovario e tem um papel bem
estabelecido na monitoracdo de resposta aos tratamentos realizados para esta neoplasia, na
deteccio de recorréncias do tumor, bem como fator progndstico !¢ 7 1519,

Porém, o problema do CA 125 como teste de rastreamento de neoplasia de ovario
na populacdo em geral €, primeiramente, a baixa prevaléncia da doenca e, em segundo
lugar, a baixa especificidade do teste, como se pode perceber de acordo com os dados
descritos acima. Estes dois fatores associados rendem um VPP muito baixo a determinacao
sérica de CA 125 isoladamente .

Desde a década de 80, os estudos ji demonstravam a fragilidade deste marcador
para rastreamento de cincer de ovdrio. Primeiramente Bast e colaboradores, em 1983,
demonstraram que os niveis séricos do CA 125 estavam elevados (> 35 U/mL) em 82%
das 101 mulheres com cancer de ovério presentes no seu estudo. Porém o CA 125 também
estava elevado no sangue de 6% das 143 pacientes com doencas benignas, de 1% das 888
mulheres sadias e de 29% das pacientes com carcinomas origindrios de outros 6rgaos como
pancreas, pulmio, mama e trato gastrointestinal. A elevacdo ou queda dos niveis séricos do
CA 125 durante o acompanhamento das pacientes com cancer de ovdario esteve
correlacionado com a progressdo ou regressdo de doenca em 93% das vezes, sugerindo
que, devido a conveniéncia e a correlagdo do CA 125 com progressdo ou regressdo de
doencga, este pode ser um marcador ttil para monitoracdo de resposta ao tratamento em

cancer de ovirio %,



Em 1989, Jacobs e colaboradores, através de uma revisao da literatura, concluiram
que a medida sérica do CA 125 para o rastreamento da neoplasia de ovdrio € limitada, pela
baixa sensibilidade na doenca em EC I, estando elevado em apenas 50% destes casos, e
baixa especificidade, visto que este marcador estd elevado em numerosas condi¢des
benignas e malignas *".

Em um estudo com um grupo de 915 mulheres, com média de idade de 55 anos, 4%
apresentaram dosagem sérica de CA 125 acima de 35 U/mL e 0,8% acima de 65 U/mlL,
porém nenhuma destas pacientes tinha céncer de ovario “*. No entanto, a especificidade
deste teste melhora significativamente quando a sua concentracdo duplica. Entre 1082
mulheres com 40 anos ou mais, 3% apresentaram uma concentracao sérica acima de 35
U/mL e em 2 mulheres este valor foi dobrado apds 3 meses do primeiro exame. Este
aumento foi sustentado em apenas uma paciente, na qual uma neoplasia epitelial de ovario
foi detectada 21 meses apés *. Se uma tnica determinagio de CA 125 fosse usada para
indicar uma cirurgia, mais de 70 laparotomias teriam sido realizadas nestes dois estudos
para se detectar um s6 caso de cancer de ovario ',

Outros estudos investigaram se a associagdo do CA 125 com outros testes
diagndsticos nao invasivos, como US e outros marcadores tumorais, poderiam melhorar o

desempenho de um programa de rastreamento da neoplasia de ovirio como os citados a

seguir.

1.2.1.1 CA 125 combinado com outros marcadores

A combinagdo de outros marcadores tumorais com CA 125 tem sido explorada em
diversos estudos. Em 56 pacientes com cancer de ovério € em 65 com doengas ovarianas
benignas a combina¢do dos niveis plasmdticos de CA 125 e de D-dimeros demonstrou uma
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo para detec¢do do cancer

respectivamente de 73,2%, 100%, 100% e 81,3% @4 Em outro estudo, a combinagdo de 5



marcadores diferentes (CA 125, OVXI, &cido sidlico lipideo-associado (LASA), CA 15-3
e CA 72-4) atingiu uma especificidade de 93% e uma sensibilidade de 90,6% em
diferenciar doenga ovariana benigna ou maligna, em 429 pacientes utilizando andlise de
regressio logistica *. Também Woolas RP e colaboradores demostraram que o uso da
combinacdo de CA 125, OVXI1 e fator estimulante da colonia de macréfagos (M-CSF)
apresentou uma sensibilidade (98%) maior que o CA 125 isolado (p<0.0005), porém sem
aumento significativo na especificidade “®.

Portanto, de acordo com a revisdo da literatura, a utilizagdo da combinacio
adequada de marcadores tumorais demonstrou ser util no diagndstico diferencial de
neoplasias ovarianas benignas e malignas, sugerindo que a utilizacdo destas combinagdes

deve ser melhor estudada no sentido de contribuir para o rastreamento e diagndstico

precoce da neoplasia de ovario.

1.2.1.2 CA 125 combinado com US

Com relac@o a associacdo do CA 125 com US podemos citar, além do estudo de
Jacobs 1J e colaboradores citado anteriormente, um estudo com 5.550 mulheres
aparentemente saudaveis (com 40 anos ou mais). Destas, 175 (3%) com CA 125 acima de
35 U/mL foram seguidas por 32 meses com dosagens de CA 125 a cada 3 meses,com
exames pélvicos e US pélvica a cada 6 meses. Deste total de 175 mulheres, apenas 6
tiveram diagndstico de cancer de ovério (EC [A=2, IIB=2, IIIC=2). Trés carcinomas de
ovario foram diagnosticados entre as 5.375 mulheres com niveis séricos normais de CA
125. Utilizando-se um ponto de corte de 35 U/mL, a sensibilidade e especificidade do CA
125 para mulheres acima de 50 anos foi de 67% e 98,5% respectivamente, mas o VPP foi
de apenas 3%. A especificidade se mostrou ainda mais baixa em mulheres abaixo dos 50
anos e se o ponto de corte cai para 30 U/mL “”. Outro programa de rastreamento utilizou a

combinacdo de CA 125 e US abdominal quando CA 125 fosse maior que 30 U/mL e
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incluiu 22.000 mulheres ps-menopdusicas. Quarenta e uma mulheres foram submetidas a
cirurgia por resultados anormais dos exames e 11 tumores contra 30 falso positivos foram
encontrados. No grupo de 21.959 mulheres com testes normais, 8 (falsos negativos)
desenvolveram a doenca. Este protocolo de rastreamento atingiu uma especificidade de
99,9% e VPP de 26,8%. Os autores concluiram que se necessita maior investigacdo sobre a
capacidade deste esquema diagnosticar tumores em estigios mais precoces € impactar
sobrevida Y.

Apesar de suas limitagdes o CA 125 € o marcador padrdao ao qual novos marcadores
tumorais devem ser comparados. Com um ponto de corte de 30-35 U/mL, o que resulta
numa sensibilidade de 50-60% em doencga inicial, o0 CA 125 tem uma especificidade de
aproximadamente 99% em mulheres aparentemente sadias na pds-menopausa. A
especificidade do CA 125 € significativamente menor em mulheres pré-menopdusicas € em
mulheres com condigdes ginecolégicas benignas como cistos ovarianos, endometriose,
entre outros diagndsticos diferenciais para tumor de ovério. E importante ressaltar que uma
especificidade de 99% estda muito abaixo da especificidade desejada de 99,7% requerida
para um VPP de 10% %'V,

Como se pode observar, ainda ndo existem evidéncias de que o rastreamento do
cancer de ovario com marcadores séricos tumorais como CA 125, ultrassonografia ou
exames pélvicos, resultaria em uma diminui¢do da mortalidade por esta doenca. Existe, no
entanto, o risco de que o rastreamento com estes testes poderd resultar em mais
laparotomias e laparoscopias diagndsticas do que cancer de ovario diagnosticado.

Assim, como ja foi citado, a maioria das mulheres com cancer de ovério tém sua
doencga diagnosticada quando esta ja se encontra disseminada e a proporcao de sobrevida
em 5 anos para estas pacientes € muito baixa. J4 aquelas com doenca localizada

correspondem a minoria dos casos apresentando uma expectativa de cura considerdvel.
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Portanto, consideramos o cancer de ovario um alvo interessante para o estudo de melhores
estratégias para detec¢do precoce, incluindo a identificacio de marcadores moleculares
mais apropriados que isoladamente ou, mais provavelmente em associacdo, melhorem a

deteccdo precoce desta doenga.

1.2.2 Novos possiveis marcadores tumorais para neoplasia epitelial de ovdrio

O conhecimento e a utilizacdo de novas tecnologias, como estudos genOmicos € a
andlise do perfil transcripcional e protedmico, para investigacdo de DNA, RNA e niveis
protéicos em tumores, sangue e urina oferece um potencial para identificacdo de novos e
mais eficazes marcadores tumorais para rastreamento de cancer. Estas tecnologias podem
oferecer um rdpido avanco na identificacdo destes marcadores se compararmos com a
introducdo da tecnologia de anticorpo monoclonal hd poucas décadas "'V

Como ja foi citado, inlimeros marcadores t€ém sido pesquisados, isoladamente ou
em combinagdes, para cancer de ovario através das mais diversas técnicas, como exemplo
o M-CSF, OVXI, D-dimeros, SPOC1, CA15-3, CA 72-4, CA19.9, LASA, a oncoproteina
HER 2, membralina, entre outros (24,25, 26,29, 30)

Em especial um marcador cuja expressdo encontra-se anormalmente elevada em
tecido neopldsico ovariano, tem merecido consideragdo como potencial candidato a

. A Zo. . 31
proteina rastreadora de cincer de ovirio: a prostasina ©".

1.2.2.1 Prostasina

A prostasina é uma protease sérica sintetizada predominantemente pela glandula
prostatica humana e descoberta primeiramente no sémen. Possui uma massa molecular de
40 kDa e uma atividade enzimdtica semelhante a tripsina. Estd presente em maiores
concentragdes no s€émen humano e na prostata, porém quantidades menores de prostasina

também podem ser encontradas em outros tecidos, tais como coélon, pulmdes, rins,
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pancreas, glandulas salivares, bronquios entre outros. No tecido prostético ela estd presente
tanto nas células epiteliais, onde é sintetizada, como na secre¢do dentro do limen dos
ductos prostéticos, onde € secretada (32.33),

O gene PRSS8 localizado em 16pll.2 € o responsavel pela sintese da
preproprostasina, formada por 343 aminoacidos, € que apresenta identidade de 34-42%
com outras proteases, como por exemplo com a calicreina plasmatica, com o fator de
coagulacdo XI e com a elastase 2A e 2B. A preproprostasina é convertida em proprostasina
pela remocao de 32 aminodcidos e a proprostasina gerada € ativada por uma proteinase
semelhante a tripsina se transformando em prostasina. Esta protease € composta por duas
cadeias ligadas por uma ponte dissulfidica e apresenta uma por¢ao hidrofébica carboxil
terminal, que ancora a mesma na membrana plasmatica da célula de onde € liberada
através de uma reagio proteolitica 7%,

As proteases séricas fazem parte de uma grande familia cujos membros participam
de reacOes proteoliticas que sdo essenciais para diversos processos fisiologicos e
patologicos no organismo, como na coagulacdo do sangue, na fibrindlise, nas doencgas
cardiovasculares e nas neoplasias ®°~%. A préstata produz certo nimero de proteases, entre
elas a prostasina, e o liquido seminal humano é uma fonte rica de varias atividades
proteoliticas. Estas proteases estdo envolvidas com coagulacdo e liquefacdo do s€men, com
o desenvolvimento normal da glandula prostatica e com o desenvolvimento de doencas da
prostata. A presenca da prostasina em outros 6rgdos sugere outras acoes bioldgicas da
mesma, além das atividades descritas no sémen humano ©*37.

Existem alguns dados que sugerem que a prostasina possua uma agao supressora
tumoral. Um estudo demonstrou que a expressdao desta protease € significativamente mais

baixa em neoplasia de prostata de alto grau e € ausente em cancer de préstata altamente

invasivo em humanos e em ratos. A transfeccdo de cDNA de prostasina humana em células
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de cancer de prostata reduziu a invasibilidade in vitro destas células, sugerindo uma fungao
supressora de invasio °®. A expressio de prostasina em cincer de préstata avancado,
refratdrio a terapia hormonal, foi aproximadamente seis vezes menor quando comparado
com tumores iniciais e esta expressdo parece ser inversamente correlacionada com a
diferenciacdo celular. Além disso, quase todos os casos de adenocarcinoma de prostata
metastaticos e refratarios a terapia hormonal apresentaram baixos niveis de prostasina em
andlise de mRNA e por imunohistoquimica ©”. Estes mesmos dados também ji foram
demonstrados em células neopldsicas de cancer de mama ).

A importancia da prostasina em cancer de ovario foi estudada por MoK e
colaboradores. Os autores analisaram linhagens ovarianas por cDNA microarray
encontrando entre os genes hiperexpressos o cDNA da prostasina. O notdvel grau de
expressao de prostasina estimulou estes pesquisadores a quantificar a mesma por RT-PCR
em tempo real em duas linhagens. A expressao de prostasina variou de 120.3 a 410.1 vezes
maior em células malignas comparado com as normais (p 0.001). Para validar esta
superexpressao no tecido ovariano tumoral foi utilizada andlise imunohistoquimica. Foram
utilizadas amostras de dois ovarios normais, dois tumores serosos borderline, de dois grau
1, dois grau 2 e dois grau 3 cistadenocarcinomas. Embora também detectada nos tecidos
normais, a expressdo de prostasina foi muito maior nos tecidos cancerosos. Anticorpos
anti-prostasina foram utilizados para medir a prostasina sérica (ELISA) em 64 pacientes
casos e em 137 controles (tecido normal, doenga ginecolégica benigna, outros canceres
ginecoldgicos). Niveis séricos de CA 125 foram previamente determinados em 70% dos

pacientes. A média dos niveis séricos de prostasina foi de 13,7 pug/ml (10,5- 16,9 pg/ml, IC

95%) em 64 casos e de 7,5 pg/ml (6,6- 8,3 pg/ml, IC 95%) em 137 controles (p<0.001).
Entre os casos, ocorreu bastante variabilidade entre os estdgios clinicos da doenga,

entretanto mulheres com doencga EC II tiveram os maiores niveis, sugerindo que esta pode
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ser usada para detec¢do de casos precoces. Mulheres com histologia de tumor mucinoso
tiveram niveis menores de prostasina. Em 14 de 16 casos os niveis séricos de prostasina
foram significativamente menores no pds-operatério quando comparados com o0s niveis
pré-operatorio (p=0,004). Em 37 pacientes com cancer de ovério ndo mucinoso € em 100
controles, os niveis séricos de CA 125 e de prostasina estavam disponiveis € a combinagao
de marcadores demonstrou uma sensibilidade de 92% (78-98.3%, IC 95%) e uma
especificidade de 94% (87.4-97.7%, IC 95%) para detectar cancer de ovdrio. A
sensibilidade do CA 125 e prostasina isolados, na mesma especificidade foram,
respectivamente, 64.9% e 51.4%. Além disso, neste estudo, ndo houve uma correlacio
entre CA 125 e prostasina sugerindo que a combinacdo desses dois marcadores poderia
aumentar a sensibilidade. Os autores sugerem que a prostasina deve ser investigada como
teste de rastreamento ou como marcador tumoral, isoladamente e em combinacdo com CA
125, e relatam que o conhecimento atual sobre esta protease ndo fornece uma explicacao
de porque a prostasina e outras proteases sé€ricas possam estar superexpressas em cancer de
ovério. Além disso, ndo € possivel saber com este estudo se a prostasina estard elevada no
soro de pacientes com outros tipos de cancer ©".

Em resumo, de acordo com os estudos publicados, a expressdo da prostasina em
neoplasia de ovério encontra-se aumentada. Poder determinar a presenca e quantificar este

marcador em cancer de ovdrio poderd encorajar o desenvolvimento de novos estudos sobre

o papel da prostasina no rastreamento, diagndstico e progndstico desta doenga.
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2 OBJETIVOS

2.1 Avaliar a freqiiéncia em que transcritos de prostasina estdo presentes em

amostras de tumores malignos de ovario de origem epitelial.

2.2 Quantificar a expressdo de transcritos de prostasina entre amostras de tumores

malignos de ovério de origem epitelial.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Pacientes

Uma série de 30 pacientes com suspeita de cancer de ovario que foram submetidas
a cirurgia para confirmacdo diagndstica e/ou terapéutica nos Hospitais Sdo Lucas da
Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (HSL-PUCRS), Fémina e
Conceigdo no periodo de setembro/2003 a setembro/2005 foram selecionadas para coleta
de tecido tumoral ovariano no momento do tratamento cirdrgico. As pacientes nao
possuiam diagndstico prévio de carcinoma e ndo haviam recebido nenhuma forma de
tratamento antineoplédsico prévio. Todas as pacientes receberam e assinaram Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

3.2 Coleta das Amostras

Durante o procedimento cirtirgico de retirada e/ou bidpsia do tumor de ovdrio,
antes de colocar a peca em formol, o patologista seccionou uma parte da lesdo que foi
imediatamente armazenada em nitrogénio liquido. Nos casos de cistos de ovario
puramente benignos o material ndo foi coletado ou foi desprezado apds esta confirmacao.
Amostras de tecido prostatico normal foram utilizadas como controle da expressdo de

transcritos de prostasina.

3.3 Isolamento e Caracterizacio do RNA

As células do tumor foram maceradas e ressuspensas em 1 ml de reagente
TRIZOL® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e incubadas por 10 minutos

em temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 200 pl de cloroférmio e a amostra foi
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centrifugada a 12.000 rotagdes por minuto (rpm) por 15 minutos a 4 °C (HIMAC CRT15T
Refrigerated Centrifuge, HITACHI). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo,
precipitado com 500 pl de isopropanol e mantido por 10 minutos em temperatura
ambiente. Apds este intervalo, a amostra foi novamente centrifugada a 12.000 rpm por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o RNA precipitado lavado com etanol a
70%, secado a vicuo e finalmente ressuspenso em 20 pl de dgua tratada com DEPC
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) para ser armazenado a — 80 °C até
posterior processamento. A quantidade e pureza do RNA total extraido foram estimadas
por densitometria 6tica (DO) a 260 nm e 280 nm. Somente foram utilizadas as amostras

com relagao DO 260/280 maior que 1,8.

3.4 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Um micrograma de RNA total foi utilizado como fonte para a sintese de cDNA por
transcricdo reversa (RT), utilizando a enzima SuperScript II Rnase H- transcriptase
reverse (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). O volume total da mistura (20
ul) continha os seguintes reagentes: 500 ng de RNA, 100 pmoles de oligo dT, 3 mM de
MgCl2, tampao da enzima 10X concentrado, 10 mM de dithiothreitol, 10 mM de cada um
dos dideoxinucleotideos, 200 unidades de SuperScript Il e 5 U de bloqueador de RNAses
(RNase Out™ Ribonuclease Inhibitor; Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
Um microtubo contendo apenas RNA, dideoxinucleotideos e oligodTs foi inicialmente
incubado a 65 °C por 5 minutos em termociclador (iCycler, BioRad, Hercules, CA, USA) e
transferido para recipiente contendo gelo por 1 minuto a fim de promover a separagdo de
fitas de RNA espuriamente hibridizadas. A seguir, os demais componentes da reacdo de
transcricdo reversa citados acima foram acrescentados e incubados a 42 °C  por 50

minutos. Para neutralizacdo da transcriptase reversa a mistura foi aquecida a 70 °C por 15
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minutos e desnaturada no gelo por 1 minuto. No final, para degradacdo da fita de RNA a
mistura recebeu 1 u de RNase H e foi incubada por 20 minutos a 37 °C. O cDNA foi

armazenado em freezer a -20 °C.

3.5 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A identificacdo dos transcritos de prostasina foi realizada através da técnica de RT-
PCR. Os amplimetros utilizados foram os seguintes: prostasina — direto 5°
ACTTGAGCCACTCCTTCCTTCAG 3’ e reverso 5’
CTGATGGTCCCAAAAAGCACAC 3”6 1), e, para o controle interno, o segmento génico
da B globina - direto 5° GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 3" ereverso 5" CAA CTT
CAT CCA CTG TCA CC 3" (268 pb).

A reacdo de PCR foi constituida de 2,5 ul de DNA complementar em uma solucao
com volume final de 25 pul, contendo 10 pmol de cada primer, 200 pmol de
desoxinucleosideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,5 mM de MgCl 2, 10X tampao da
enzima, 2U Taq Polimerase e 4gua deionizada e bidestilada até completar o volume de
25ul. O material foi submetido ao protocolo de amplificacdo constituido de : 31 ciclos
de 96° C por 1 min, 60° C por 1 min, 72 60° C por 10 durante 10 min.

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador automatico (MJ Research
PT150CA, USA). Todas as reacdes foram acompanhadas de uma Mix sem DNA, para
excluir possibilidades de contaminagdo. O resultado da amplificacdo foi verificado por
eletroforese em gel de agarose a 3,5% e observado em transluminador ultravioleta (201

Macrovue Transluminator LKB, Bromma, Sweden).
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3.6 Reacao em cadeia da polimerase em tempo real para quantificacido relativa (QT-
PCR).

A fim de avaliar a expressdo relativa da prostasina nas amostras de tecidos obtidos
a partir de diferentes tumores empregou-se PCR quantitativo baseado em quimica TagMan.
Para cada amostra avaliada dois genes humanos foram considerados: prostasina, o gene de
interesse e B-actina, empregada como controle endégeno para calibracdo da efici€éncia da
reacdo enzimatica de transcri¢do reversa € normalizagdo entre amostras. Dez nanogramas
de cDNA foram acrescidos a mistura contendo tampao, dideoxinucleotideos, Hot-Start Taq
DNA polimerase (AmpliTaq, Applied Biosystems, Foster, CA, USA) e MgClL. Os primers
e sondas TagMan desenhados previamente e validados para prostasina e -actina (Assays-
on-Demand®, Applied Biosystems, Foster, CA, USA) contendo os fluor6foros FAM e
VIC, respectivamente, foram adicionados as misturas e transferidos para micro placa
padrdo de 96 pocos esterilizada e isenta de RNAases e DNases (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA). As amostras foram carregadas em triplicatas e a placa transferida para o
termociclador acoplado ao sensor Optico e interface computadorizada para andlise de
fluorescéncia em tempo real (ABI 7500, Applied Biosystems, Foster, CA, USA). O
protocolo utilizado foi um ciclo de 95 °C por 10 minutos e 50 ciclos de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 60 segundos. Antes da andlise das amostras propriamente ditas, o
sistema de amplificacdo usando prostasina e P-actina humanos foram validados e a

N . . . . . 31
eficiéncia calculada. Isso foi feito como descrito anteriormente ©

a partir de uma diluicao
seriada de ambos os genes com concentracdes de 100 ng, 50 ng, 25 ng e 12.5 ng e controle
negativo (sem DNA). Os valores foram entdo plotados e utilizados em andlise de regressao
linear levando-se em consideracio o coeficiente de determinacio (r*), sendo valores iguais

ou superiores a 98% estabelecidos como padrdo. Sendo a prostasina altamente expressada

na prostata, o cDNA de uma amostra de prdstata humana foi utilizado como referéncia
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para todos os cdlculos de expressio relativa utilizando o sistema AACt “V. Através do
manejo dos dados gerados em tempo real identificou-se o ciclo no qual a fluorescéncia
comeca a aumentar exponencialmente acima da fluorescéncia intrinseca do fluoréforo
(“background fluorescence”), referida como Ct, ou Cycle Threshold. A partir disso, o Ct da
prostasina para cada amostra foi normalizada em relacdo ao Ct do controle endégeno (J3-
actina) de cada amostra e comparados ao Ct de um tecido calibrador (préstata). O
calibrador ¢ um tecido de referéncia que expressa os genes analisados e nesse caso 0s
resultados refletem a variacdo de expressdo em relacdo ao calibrador. Para cdlculo dos
valores de expressdo das amostras relativos a prdstata, inicialmente calculou-se o ACt (Ct
da amostra para prostasina — Ct do controle end6geno da amostra). A seguir o ACt de cada
amostra foi subtraido do ACt da amostra calibradora (prdstata) gerando o AACt
normalizado e ji calibrado. Finalmente, a expressdao do gene de interesse observado nas
diferentes amostras de tecidos em relagdo ao tecido de referéncia (prostata) ¢ dada pela

funcdo 244",
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas das Pacientes

Esta € uma série de pacientes operadas com suspeita de neoplasia de ovario. De um
total de 30 pacientes elegiveis, 15 foram incluidas nesta andlise. As amostras tumorais de
cada uma delas foram coletadas prospectivamente. Os casos do Hospital Fémina perfazem
25 % (n=4) das amostras analisadas e foram todos consecutivos. No Hospital Conceicao,
devido ao sistema de agendamento dos procedimentos cirtirgicos, ndo se tem a informacao
sobre a seqiiéncia de novos casos (n= 6). Dos 5 casos do HSL-PUCRS, todos foram
consecutivos. Entre as 15 amostras excluidas, em 10 o material foi desprezado, como
descrito previamente, porque se tratavam de cistos puramente benignos € em 5 casos o
RNA da amostra tumoral ndo estava em condigOes ideais para ser avaliado como
observado através de RT-PCR convencional para actina humana e prostasina.

Das 15 amostras analisadas, 12 (80%) tinham diagndstico histologico de neoplasia
epitelial maligna de ovério, as quais chamamos de grupo 1, e 3, chamado de grupo 2,

apresentaram outros tipos de tumores de ovario conforme tabelas abaixo. (Tabelas 2 e 3):

Tabela 2 - Sub-tipos histolégicos das amostras do grupo 1

Sub-tipo Histolégico Numero de Pacientes
Carcinoma seroso 5
Adenocarcinoma nao especificado 4
Carcinoma Endometridide 1
Tumor borderline 2

Total 12
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Tabela 3 - Sub-tipos histolégicos das amostras do grupo 2

Sub-tipo Histologogico Numero de Pacientes
Melanoma metastatico 1
Tumor de Krukenberg 1
Tecoma 1
Total 3

No grupo de amostras de neoplasia epitelial de ovério, a idade das pacientes variou
de 29 a 83 anos — média de 61,17 anos. No grupo de pacientes com neoplasias nao
epiteliais a idade variou de 51 a 77 anos — média de 64,67 anos.

Em relacdo ao estadiamento, 90% das pacientes com neoplasia epitelial de ovario
se apresentaram com doenga avancada (EC III e IV). Julgou-se irrelevante citar o
estadiamento das pacientes do grupo 2 por se tratar de um grupo pequeno e heterogéneo
onde 2 pacientes apresentaram tumores de outros sitios metastaticos para ovario.

A Tabela 4 permite uma visdo geral das amostras relacionando tipo histologico,
idade das pacientes, estadiamento, assim como a presenga e quantificacdo do marcador
prostasina em relagdo ao tecido prostdtico em cada amostra tumoral sendo estes dois

ultimos resultados discutidos detalhadamente a seguir.
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Tabela 4 - Relacdo dos tipos histologicos, idade, EC, expressio e quantificacdo da
prostasina em relacio a préstata na totalidade das amostras em estudo.

Histologia Idade EC PCR QT-PCR
1 Epitelial 61 111 + -3,7653
2 Nao epitelial 66 Nao avaliavel + -2,1692
3 Nao epitelial 51 Nao avaliavel + -0,957
4 Nao epitelial 77 Nao avaliavel + 0,4091
5 Epitelial 43 111 + 1,1725
6 Epitelial 29 111 + 1,5954
7 Epitelial 83 111 + 1,6114
8 Epitelial 70 111 + 1,7833
9 Epitelial 61 I + 1,7941
10 Epitelial 64 v + 2,1114
11 Epitelial 59 v + 2,199
12 Epitelial 49 111 - 2,4949
13 Epitelial 77 111 + 2,7032
14 Epitelial 70 111 + 2,7623
15 Epitelial 68 111 + 3,3071

4.2 Presenca da Prostasina nas Amostras (PCR)

Com relacdo a expressdo da prostasina por RT-PCR todas as amostras das pacientes
do grupo 1, com excecdao de 1 caso, foram positivas (Tabela 5). Assim como também

foram positivas todas as amostras do grupo 2.
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Tabela 5 - Expressao da prostasina no grupo 1

Expressao da prostasina pela PCR Freqiiéncia %
PCR positiva 11 91,7
PCR negativa 1 8,3
Total 12 100,0
4.3 QT-PCR

4.3.1 Cdlculo da Eficiéncia e Validacao do Ensaio Quantitativo

Nesse sistema de quantificacdo os dados de aumento da intensidade de
fluorescéncia durante a amplificacdo s@o analisados e permitem uma estimativa da
quantidade inicial de RNA/cDNA. Durante o processo, a partir de um determinado ciclo de
amplificacdo, existe um crescimento exponencial do DNA sintetizado que se reflete no
aumento da fluorescéncia acima emissdo intrinseca do fluoréforo - o Ct. O célculo da
eficiéncia a partir de uma diluicdo seriada representa esse processo € serve como um
elemento de afericao do ensaio de expressao relativa, onde deve se mostrar uma correlagao
positiva entre a quantidade de DNA e seu aumento exponencial na fase geométrica de
amplificacio para ambos, gene de interesse e controle endégeno “¥. Assim sendo, cada
ciclo representa a duplicacdo do produto e, por conseguinte, da fluorescéncia. No sistema
aqui utilizado, para cada diluicdo (fator de diluicdo = 2) uma diferenca de 1 ciclo deve ser
observada. Os resultados da amplificacao das dilui¢cdes seriadas demonstraram exatamente

isso, ou seja, para cada ciclo de amplificacio houve aumento de um Ct para prostasina e
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actina (Figura 1), gerando coeficientes de determinacdo da ordem de 0.9902 e 0.9985

respectivamente.

B-Actina

1080000

100002

Prostasina

.....

Figura 1. Andlise da eficiéncia da reacdo de amplificacao.

cDNA obtido de préstata humana (100 ng) foi submetido a diluicdo seriada (fator de
diluicdo = 2) e amplificado por 50 ciclos usando primers e sondas para actina (painel
superior, A) e prostasina (painel inferior, B). O grafico de Ct x Fluorescéncia (esquerda)
revelou aumento da fluorescéncia proporcional a concentracdo de cDNA utilizada. Na fase
logaritmica houve, para cada ciclo, duplicacdo do produto amplificado e da fluorescéncia.
Os Cts sdo mais baixos no ensaio usando a prostasina devido a2 menor abundancia desse
gene comparado a actina. Retas de regressdo (direita) tragadas sobre os pontos de coleta de
fluorescéncia na fase logaritmica demonstram coeficiente de determinacdo de 0.9985 e
0.9902 para actina e prostasina respectivamente. As diluigcdes foram analisadas em

triplicatas e as médias dos Cts consideradas no célculo da validacdo.
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4.3.2 Quantificacdo da Prostasina nas Amostras (QT-PCR em tempo real).

Das 15 amostras onde se quantificou a expressio da prostasina, 14 tinham

expressado este marcador por RT-PCR.

Em 3 amostras , a quantificacdo da prostasina foi abaixo da apresentada pelo tecido
prostético (designado como quantidade “0” ou basal no grafico), sendo que 2 deles eram
tumores ndo epiteliais (melanoma metastético e tecoma) e 1 epitelial (adenocarcinoma nao

especificado). (Figura 2)

Expressao da Prostasina

3,3071

3 2,7032 27623
2,4949

2,1114 2,199
2 15054 16114 17833 17941
1,1725
1 .
0,4091
T T T T T T T T T T

-0,957

Prostata

B Amostras nao-epiteliais

-2,1692 . . .
L] Amostras epiteliais

-4 -3,7653

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Casos

Figura 2. Quantificacio relativa da prostasina
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4.3.3 Quantificacdio da prostasina nas amostras que apresentaram
superexpressao.

A préstata € o tecido humano que mais expressa o marcador prostasina. Nesta série,
12 amostras tumorais demonstraram superexpressao da prostasina em relagdo ao tecido
prostético. Destas, 11 eram neoplasias epiteliais (91,66%) e 1 neoplasia ndo epitelial
(8,33%). A amostra de menor expressao mostrou apenas uma pequena elevagdo na sua
titulagdo e tratava-se de um tumor metastatico, tipo Krukenberg, ndo-epitelial (0,4 vezes
maior). J4 a maioria das amostras epiteliais mostraram um aumento importante desta
titulacdo chegando até 3,30 vezes a expressdo da prostata (calibrador), tendo sido a

expressao média de todas as amostras 2,01 vezes maior (Tabela 6).

Tabela 6 - Total de amostras com superexpressao de prostasina

N 12
Média 1,995308
Mediana 1,952750
Desvio padrao 0,7804753
Valor minimo 0,4091
Valor maximo 3,3071

4.3.4 Quantificacdo da prostasina nas amostras epiteliais

Excluindo-se a tnica amostra epitelial que ndo superexpressou o marcador, a menor
expressao foi 1,17 vezes e a maior, como descrita acima, de 3.30 vezes, com média de 2,13

vezes (Tabela 7).
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Tabela 7 - Amostras epiteliais com superexpressao de prostasina

N 11
Média 2,139509
Mediana 2,111400
Desvio padrao 0,6289491
Valor minimo 1,1725
Valor maximo 3,3071

Os resultados deste trabalho demonstraram, através da técnica de PCR
convencional, que a prostasina estd presente na grande maioria das amostras tumorais
ovarianas, sendo estas epiteliais ou ndo epiteliais. A técnica de PCR em tempo real tornou
possivel a quantificacdo relativa da prostasina e demonstrou que a mesma estd

superexpressa nas amostras epiteliais.
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5 DISCUSSAO

Através da utilizacdo da técnica de RT-PCR e de RT-PCR em tempo real em
amostras tumorais ovarianas nds identificamos nao somente a presenca da prostasina,
como também a sua superexpressdo em neoplasia epitelial de ovdrio quando comparadas
ao tecido prostético ou seja, o tecido humano com maior expressdo de prostasina conforme
serd descrito a seguir.

Conforme ja relatado previamente, a prostasina foi primeiramente descrita por Yu
JX e colaboradores em 1994 quando os autores purificaram e caracterizaram esta nova
proteinase do liquido seminal humano. Neste estudo eles também identificaram a
distribuicdo tecidual da prostasina através de radioimunoensaio (RIA) e a sua localizagdo
na glandula prostatica com técnicas de imunohistoquimica. Uma técnica especifica de RIA
foi desenvolvida para prostasina permitindo que sua distribui¢cdo e quantificacdo pudesse
ser analisada em tecidos e fluidos do corpo humano. A partir disto se pode verificar que
esta proteinase esta presente em altos niveis na glandula prostética (143.7 +- 15.9 ng/mg,
n=3) e liquido seminal (8.61 +- 0.42 pg/ml, n=3), em niveis moderados (2-6 ng/mg) em
cOlon, pancreas, pulmao, rim, glandula salivar, figado e bronquios, assim como na urina
(0.201 +- 0.029 pg/ml, n=3) e ndo estd presente em cérebro, coracdo, musculos, testiculo e
aorta®?.

Em seguida, em outro estudo realizado pelos mesmos autores, foi feita uma andlise
referente a expressdo de mRNA da prostasina em varios tecidos humanos com a técnica de
RT-PCR confirmando sua expressdo e sua auséncia nos respectivos tecidos ja citados
acima. E extremamente relevante mencionar que no trabalho de Yu JX e colaboradores foi

verificado ausé€ncia da expressdao de mRNA de prostasina em tecido ovariano normal, foco
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do nosso estudo, em bacgo, utero, células endoteliais da veia umbilical, linfécitos e
polimorfonucleares®”. No nosso estudo a deteccio de mRNA de prostasina por RT-PCR
ndo foi realizada em amostras de tecido ovariano normal, porém esta protease estava
presente em todas as amostras tumorais avaliadas por RT-PCR com excecdo de um tnico
caso.

O envolvimento da prostasina em processos neopldsicos foi sugerido por seus
descobridores, os quais ressaltam que algumas moléculas envolvidas na regulacdo da
expressdo do seu gene sdo promotoras de tumores e estdo envolvidas com metastatisacdo e
angiogénese tumoral, sugerindo que se explore o papel da prostasina no desenvolvimento
de tumores®*”?. J4 outros dados provenientes de estudos com tumores de prostata e de
mama, também ja citados anteriormente, sugerem que a prostasina possa ter uma acao
supressora tumoral®****%,

Como potencial marcador tumoral a prostasina foi estudada em cancer de prdstata
por Laribi A e colaboradores em um estudo onde o sangue de todos os 86 pacientes sem
cancer de prostata falhou em amplificar transcritos de prostasina por RT-PCR enquanto
que foi detectada no sangue de aproximadamente 30% dos pacientes com cancer de
préstata precoce e em 63% de pacientes com doenga metastatica “?.

A importancia da prostasina no cancer de ovério foi somente analisada por Mok e
colaboradores em estudo ja citado anteriormente quando os autores analisaram linhagens
de células ovarianas tumorais e normais por cDNA microarray encontrando nos casos de
malignidade, entre os genes hiperexpressos, o cDNA da prostasina. O notdvel grau de
expressdo de prostasina nas linhagens neoplésicas detectado por RT-PCR em tempo real,
imunohistoquimica e no sangue das pacientes através de ELISA nos estimulou a realizar

este estudo®?,



31

Como pdde ser observado, no nosso trabalho foi possivel detectar ndo somente a
presenca do mRNA da prostasina na maioria das amostras tumorais como também uma
superexpressao desta em amostras de neoplasia epitelial de ovédrio em comparacdo com as
amostras de tecido prostitico corroborando, de certa forma, os achados de Mok e
colaboradores. Chama a atencdo a expressdo mais baixa da prostasina em neoplasias nao
epiteliais sugerindo uma possivel maior especificidade deste possivel marcador.

Em uma tnica amostra ndo foi possivel detectar a presenca de prostasina através de
RT-PCR, apesar da deteccdo de actina. Interessantemente, a mesma amostra demonstrou
expressao de prostasina quando foi submetida a amplificagcdo em tempo real. Esta variacao
¢ dificil de ser explicada e, muito possivelmente, estd relacionada a questdes técnicas
relativas a0 momento da transcricao reversa do RNA.

Acreditamos ter demonstrado o valor da prostasina como um potencial marcador
tumoral para neoplasia epitelial de ovario a ser melhor estudado e o valor da
implementagdo da técnica de RT-PCR em tempo real no nosso meio, o que torna bem mais
precisa a identificagdo de biomarcadores que possam ter utilidade clinica através da
quantificacdo dos mesmos.

A utilizacdo competente de sistemas de amplificacdo por reacdo de polimerase em
cadeia baseados em fluorescéncia tem aumentado significativamente a rapidez e
sensibilidade dos testes de expressdo génica. A andlise de genes diferencialmente
expressados tem sido utilizada experimentalmente na compreensdo de fendmenos celulares
relacionados a diferenciacdo, proliferacio e apoptose e pode também gerar dados
importantes no estudo clinico e diagnéstico de lesdes neopldsicas “>*%.

Porém este estudo tem muitas limitagdes. Em primeiro lugar o pequeno tamanho de
nossa amostra e o estigio avancado da maioria dos nossos casos torna este trabalho

inadequado para estudar um marcador de rastreamento, ja que para isto é importante que
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um marcador detecte casos em estdgios precoces. Além disso, o fato de ndao termos
analisado e quantificado a expressdo da prostasina também em tecidos ovarianos normais
nos deixa em duivida se somente o tecido ovariano neopldsico superexpresse este potencial
marcador em relagdo a préstata, embora outros autores ja tenham demonstrado uma maior
expressdo da prostasina nos tecidos tumorais ©'~?. Também seria importante que amostras
de sangue destas pacientes e de um grupo controle composto por mulheres sauddveis fosse
analisado em relacdo a presenga do marcador em estudo, pois € de extrema importancia
saber se a prostasina, além de superexpressa, é secretada pelos tumores para a corrente
sangiiinea, o que € fundamental para que uma substancia seja adequada como marcador

tumoral V.

E importante salientar que, infelizmente, o nivel sérico do CA 125 das pacientes
avaliadas neste trabalho estava disponivel em apenas 4 casos € com isso ndo tornou vidvel
a avaliacdo da correlagdo deste marcador com a prostasina.

Os nossos resultados nos estimulam a seguir estudando o papel da prostasina como
um marcador tumoral. Consideramos de extrema importancia poder responder as questoes

levantadas acima e verificar se hd correlacdo entre diagndstico da neoplasia epitelial de

ovdrio e liberacdo de transcritos de prostasina no sangue.
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6 CONCLUSOES

As técnicas de RT-PCR e RT-PCR em tempo real demonstraram que trancritos de
prostasina estdo ndo somente presentes na grande maioria das amostras de tumores

epiteliais de ovario como também superexpressos em relacdo ao tecido prostatico normal.
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