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I Introdugdo - 1

I.1. Consideragdes anatomicas e patolégicas

O termo “prostata” é derivado da palavra grega “prohistani” que significa “em
frente de” e foi utilizado pela primeira vez por Herophilus da Alexandria, em 335 A.C.,
para descrever um 6rgao localizado no abdémen, em frente da bexiga urinaria (Kirby et
al., 1996). Apesar da sua existéncia ser reconhecida por mais de dois mil anos, sé
recentemente recebeu maior atencdo pelo fato de ser sede de varias afecgdes
inflamatoérias, congestivas, hiperplasicas e neoplasicas.

A préstata é uma glandula acesséria do trato reprodutor masculino que tem
consisténcia fibroelastica e apresenta diametros maximos de 40 mm. Esta localizada
na base da bexiga urinaria e, do ponto de vista anatdémico, pode ser dividida em lobos
laterais, anterior, posterior e mediano. Essa divisdo somente € nitida no periodo
embrionario e, no orgao adulto, o limite entre os lobos & impreciso, ndo existindo
septos de tecido conjuntivo que os separem. Histologicamente, apresenta glandulas
tubuloacinosas compostas e ramificadas, cuja secre¢cao tem como principal fungao
manter a viabilidade dos espermatozoides. As glandulas externas ou prostaticas
propriamente ditas definem a zona periférica e as internas ou periuretrais definem a
zona central (Rodrigues Neto Jr., 1986, Cotran et al., 1991).

As glandulas da zona periférica caracterizam-se por pequenos espagos
acinares delimitados por um epitélio colunar secretor, rodeado por um estroma
muscular rico em fibras lisas que, durante a ejaculagao, auxiliam o esvaziamento das
secregcOes prostaticas na uretra. A zona central, por sua vez, contém acinos
relativamente grandes delimitados por um epitélio colunar baixo. A disposigdo com que
os ductos dessa regido desembocam na uretra parece torna-los relativamente livres do
refluxo urinario intraprostatico, ao contrario daqueles da regido periférica. Uma terceira
zona pode ainda ser identificada, a de transicdo, que compreende 5% a 10% da
glandula e cujos ductos desembocam na uretra, préximos aos da zona central (Kirby et
al., 1996).

A prostata esta presente estruturalmente desde a décima segunda semana de
vida intra-uterina e permanece rudimentar até a adolescéncia, quando inicia seu

desenvolvimento (Kirby et al., 1996). A partir dessa época, seu crescimento & continuo

e dependente de um sistema regulatoério complexo, com participagdo dos andrégenos

durante os processos de morfogénese, citodiferenciagdo, proliferagdo e produgdo de
secregbes especificas. Sua velocidade de crescimento pode aumentar na terceira

década de vida, resultando em hiperplasias benignas observadas em homens acima
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I Introducdo - 2

dos 40 anos de idade ou em processos malignos tipicos de idades mais avancadas
(Rodrigues Neto Jr., 1986; Srougi, 1990, Meikle, 1995, SBU, 1996).

A maioria das neoplasias malignas dessa glandula mostra arranjo histologico,
grau de diferenciacdo e comportamento biologico varidveis. Mais de 95% delas sdo
representadas pelos adenocarcinomas com origem acinar. Cerca de 5% correspondem
aos adenocarcinomas com origem no ducto prostatico, aos carcinomas do epitélio de
transicdo, aos carcinomas epiderméides e aos sarcomas (Rodrigues Neto Jr., 1986;
Srougi et al., 1990). Com relagdo aos tumores benignos, a hiperplasia é o tipo mais
comum e resulta de uma prolifera¢cdo nodular do estroma e do tecido glandular. Qutros
tumores benignos s&o raros e representados por fibromas, endocondromas,
hemangiomas, leiomiomas, neurofibromas e cistos derméides (Rodrigues Neto Jr.,
1986). Os carcinomas podem ser classificados na forma clinica, ou seja, naquela que
apresenta manifestagoes clinicas; na forma oculta, que também tem sintomas clinicos,
porém ndo consequentes do crescimento local e sim de metastases; e, por ultimo, no
carcinoma latente, que n&do acarreta qualquer sintoma ao seu portador e
provavelmente nunca progredira para uma condi¢do invasiva da doenca. Esse Ultimo
tipo € um achado histolégico casual em material de patologia cirtirgica ou em material
de necropsia (Friedlander et al., 1984; Rodrigues Neto Jr., 1986; Srougi, 1990) e sua
prevaléncia, uniformemente alta em diferentes paises, contrasta com as taxas de
mortalidade e de incidéncia clinica do cancer prostatico. Tal achado sugere que os
eventos que levam a uma lesdo histologicamente identificada s&o comuns, mas os
passos subsequentes necessarios para a progressao a uma forma detectavel que tem
potencial maligno s&o mais raros e dependentes de fatores ambientais (Greene et al,,
1991).

l. 2. Epidemiologia do cancer de préstata

O cancer prostatico constitui hoje um crescente problema de saiude do homem.
Na maioria dos paises desenvolvidos, essa neoplasia € a mais comumente
diagnosticada e, depois do cancer de pulmao, é a principal causa de mortalidade por
cancer no sexo masculino, com sobrevida média de nove anos, que é inferior a de
varios outros tipos de tumores (Boring et al., 1993; Kirby et al,, 1996). No Brasil, a
frequéncia do carcinoma clinico de prostata é relativamente alta. O Instituto Nacional

do Cancer projetou uma estimativa de mais de 14 mil casos novos no pais em 1998

(INCA, 1998). E a mais frequente neoplasia do trato urogenital, especialmente em
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L. Introducdo - 3

pacientes com 70 a 80 anos de idade, ocupando o terceiro lugar em incidéncia, logo
apbs as lesdes malignas de pele e estdmago. O carcinoma latente, por sua vez, é
muito mais comum que o carcinoma clinico e ja foi observado em 30% dos pacientes
necropsiados acima de 40 anos de idade e em 50% dos homens acima de 70 anos
(Rodrigues Neto Jr., 1986).

O numero de casos da doenga varia geograficamente, com areas de maior ou
menor ocorréncia. Na cidade de Shangai (China), por exemplo, a incidéncia de novos
casos por ano é de 0,8 por 100.000 habitantes e em algumas cidades dos Estados
Unidos, como Atlanta, a doen¢a é identificada em 100 por 100.000 individuos no
mesmo periodo, 0 que corresponde a uma incidéncia 120 vezes maior. No Brasil, um
estudo feito na cidade de S&o Paulo revelou que sado diagnosticados 22 casos novos
por 100.000 homens a cada ano (Srougi, 1990). E interessante observar que, ja na
primeira geragdo, os descendentes de migrantes que se deslocaram para areas com
prevaléncia maior que a do local de origem tém valores mais altos desse parametro
que seus ancestrais (Lynch, 1989). De qualquer modo, deve ser salientado que essas
diferencas, e mesmo os aumentos na incidéncia, podem ser, em parte, resultado da
utilizagdo de protocolos mais sensiveis de identificagdo dos portadores (Kirby et al.,
1996).

As variages no numero de pacientes com a doenga entre populagoes distintas
parecem ser fungdo de condigdes socio-econdmicas, habitos culturais e religiosos e de
certos fatores ambientais. Por exemplo, existem algumas evidéncias, embora
inconclusivas, de que a frequéncia do tumor de prostata é alta em protestantes, baixa
em judeus e intermediaria em catdlicos; &€ maior em pacientes casados, viuvos e
divorciados (Wynder, 1971) e, possivelmente, um pouco mais alta em fumantes (Hsing
et al, 1990; Adami et al., 1996). Alguns grupos populacionais especificos sdo
realmente mais atingidos, como &€ o caso dos negros americanos, que mostram
frequéncia duas vezes maior que a dos brancos (Steamns e McGarvey, 1992; Hayes et
al., 1995). Esse fato ndo parece se repetir no Brasil e em outros paises, onde costuma
ser menos comum na raga negra (Srougi et al., 1990).

Recentemente, tem sido demonstrado que a incidéncia € maior do que a

esperada em homens com parentes que morreram dessa doenc¢a. Foi observado que o

cancer de prostata possui a quarta maior associagao familial de todos os tumores ja

estudados, com valores mais altos do que o cancer de célon e o de mama. Um
possivel oncogene localizado no brago longo do cromossomo 1, o HPC1 (hereditary
prostate cancer gene 1), parece estar envolvido nessas formas familiais (Smith et al.,

1996, Cooney et al., 1997, Gronberg et al., 1997). Entretanto, os resultados de
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I Introducdo - 4

Mcindoe et al. (1997) e Eeles et al. (1998) sugerem que o locus HPC1 é responsavel
por uma minoria dos casos de cancer de prostata familiais, uma vez que nao se
mostrou alterado nas genealogias por eles estudadas. Entretanto, ndo deve ser
esquecido que a frequéncia elevada de afetados em uma mesma familia pode ser
resultante tanto de predisposi¢cdo genética como de fatores ambientais (Kirby et al,,
1996, Haas e Sakr, 1997).

Outros genes, além do HPC1, podem participar da tumorigénese prostatica,
como aqueles cujos produtos estdo envolvidos nos processos de destoxificacdo de
substancias exdégenas e enddgenas (Caporaso e Goldstein, 1995, Murray et al., 1995).
Entre esses genes estdo aqueles responsaveis pela codificagdo de isoenzimas da
familia das glutationa S-transferases (GSTs), que representam o principal grupo de
enzimas de destoxificagdo envolvidas no metabolismo de varios carcindégenos,
poluentes ambientais e drogas anticancer. Assim, & razoavel supor que a auséncia
dessas enzimas cause efeitos negativos em relagdo a tolerancia de compostos
xenobibticos (Hayes e Pulford, 1995).

O aumento de cancer de prostata observado nas populagbes urbanas
realmente parece ser decorrente da poluicdo ambiental bem como da exposi¢éo
ocupacional a substancias quimicas, como cola e outros derivados do petroleo, drogas
em geral, fertilizantes e radiagdo. O agente quimico especifico responsavel pela sua
indugao ainda ndo é conhecido, porém, niveis elevados de cadmium nos pacientes

indica que esse pode ser um dos elementos relacionados a sua etiologia. Entretanto,

individuos que exercem profissbes sem exposigdo aos agentes citados, como

vendedores, vigias e escriturarios, também tém sido citados como portadores de riscos
aumentados, o que sugere que muitos fatores ambientais diferentes podem promover
o crescimento de focos latentes a lesdes invasivas (Kirby et al., 1996).

A alta incidéncia nos paises ocidentais e, principalmente, em regides de
consumo elevado de gordura animal, ao contrario dos paises orientais com maior
ingestdo de vegetais, tem apontado para diferengas na dieta como responséaveis por
esses achados. Assim, a presenga de vitamina A e fitoestrégenos nos alimentos, esses
ultimos responsaveis pela alteragdo do meio hormonal do individuo, podem proteger
contra esse tipo de cancer (Whittemore et al., 1995, Kirby et al., 1996, Hass e Sakr,
1997).

Outro fator etiolégico que tem sido proposto € a presenca de agentes
infecciosos. Através da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), segmentos
de DNA do virus do papiloma humano (HPV) do tipo 16 tém sido detectados em

amostras de prostata humana e indicado um possivel papel para esse fator no
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I. Introducédo - 5

desenvolvimento de processos malignos (Moyret-Lalle et al., 1995). Em um estudo
realizado no Japao, a alta incidéncia de HPV tipo 18 foi correlacionada com o grau,
diferenciagdo e estadio clinico, sendo observada uma frequéncia de 89% de HPV em

amostras de metastases Osseas. Apesar disso, seu papel definitivo como indutor de

lesdes prostaticas ainda néo foi totalmente estabelecido e necessita de investigagdes

futuras (Weinjerman et al., 1994). Um fato interessante citado por um grupo de autores
é que mulheres de pacientes com a doenga tém frequéncia elevada de carcinoma
cervical, sabidamente associado com esse tipo de virus. Um outro virus candidato para
a etiologia desse cancer é o do herpes simplex tipo 2, considerando que particulas de
RNA virais e os correspondentes anticorpos ja foram detectados em processos

malignos e mesmo em hiperplasia benigna (Kirby et al., 1996).

1.3. Regulagdao hormonal da prostata

Os androégenos desempenham um importante papel durante a diferenciagéo e o
desenvolvimento da prostata normal mas sdo também responsaveis pela iniciagao e
pela manutencdo da hiperplasia benigna e do cancer prostatico (Griffiths et al., 1997).
Desses androgenos, 95% correspondem a testosterona (TT) produzida nas células de
Leydig dos testiculos por estimulagdo do hormoénio luteinizante (LH) da hipdfise que,
por sua vez, & regulado pelo horménio liberador de gonadotrofina (GnRF) do
hipotalamo (Figura 1). Os outros 5% de andrégenos sdo sintetizados nas adrenais sob
a acdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) da hipdfise, que € regulado pelo
GnRF, e liberados principalmente na forma de androstenediona, perifericamente
convertida em testosterona (Meikle, 1995). A prolactina e o horménio de crescimento
(GH) também estimulam a produgdo de andrégenos tanto nos testiculos como nas
adrenais, tendo a primeira um efeito mitogénico direto adicional sobre as células
epiteliais da prostata (Galbraith e Duchesne, 1997).

A principal enzima da biossintese da TT é a 17a-hidroxilase/C17, 20 liase,
que converte, por hidroxilagdo e clivagem da cadeia lateral, a pregnenolona e a
progesterona em diidroepiandrosterona e androstenediona, depois transformadas em
androestenediol e testosterona, respectivamente, pela agdo da 17p-hidroxiesterdide
desidrogenase (17B-OHSD). O androestenediol, pela agdo da 3B-hidroxiesterdide
desidrogenase (3B-OHSD), também é convertido em testosterona que é liberada na
circulagdo sanguinea e liga-se a albumina (Figura 2). Somente 5% desse esterdide

permanece livre no plasma e biologicamente ativo (Chung et al., 1987, Klus et al,
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Figura 1. Horménios envolvidos na regulagdo endécrina da glandula prostatica. GnRF
Horménio Liberador de Gonadotrofina; LH = Horménio Luteinizante; ACT H
Horménio Adrenocorticotréfico; GH = Hormdnio de crescimento.
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Figura 2.Esquema da biossintese dos andrégenos. A pregnenolona e a progesterona sao
convertidas em testosterona que é liberada na corrente sangiiinea, atravessa a

membrana plasmatica das células epiteliais prostaticas e é metabolizada em
diidrotestosterona.




I Introducido - 8

1996, SBU, 1996, Galbraith e Duchesne, 1997). O mecanismo de acdo dos
andrégenos sobre a préstata constitui uma sequéncia integrada de eventos.
Inicialmente, a TT atravessa a membrana plasmatica das células por interagado
hidrofobica com os fosfolipidios e € metabolizada no nucleo em diidrotestosterona
(DHT) através de uma reagdo catalisada pela enzima 5 a-redutase presente no
envoltorio nuclear (Meikle, 1995). A DHT, um andrégeno mais potente que a TT e o
principal hormoénio trofico da prostata, liga-se com grande afinidade a receptores
androgénicos (AR), uma proteina nuclear que € expressa na maioria das células
prostaticas, incluindo as epiteliais e as do estroma (lwamura et al., 1994, SBU, 1996).
Embora a TT também possua a capacidade de ligar-se a tais receptores, seu papel
parece ser secundario ao da DHT, uma vez que ndo ocorre o desenvolvimento da
glandula em homens portadores de deficiéncia da enzima 5 a-redutase (Imperato-
McGinley et al., 1992). O complexo DHT-receptor modula a expressédo de varios genes
através de sua ligagdo com sequéncias consenso no genoma chamadas elementos
que respondem ao horménios (HREs). Essas estruturas sdo formadas por centenas
de pares de bases e, geralmente, estdo situadas nas regides promotoras ou de
enhancers (Griffiths et al,, 1997). O AR, apos sua ligagdo a DHT, exibe seus dois zinc
fingers, que faciltam sua associagdo aos HREs (Figura 3). Aparentemente, essa
mudanga conformacional ocorre porque o receptor libera a proteina 80 do choque
térmico, a qual esta ligado quando na sua forma inativa. Isso permite a sua
dimeriza¢do e a consequente estabilidade necessaria para o processo de transcrigdo
génica (Griffiths et al., 1997, Galbraith e Duchesne, 1997).

Os genes sob controle do DHT-AR codificam varias proteinas, inclusive alguns
fatores de crescimento importantes, que foram identificados como estimuladores
potenciais da proliferagdo celular prostatica (Brass et al., 1995, Griffiths et al., 1997).
Entre eles estdo os fatores de crescimento epidérmico e de fibroblastos (EGF e FGF),
o semelhante a insulina (IGF-1 e Il), o transformante B (TGF B), o derivado de plaquetas
(PDGF) e o de queratindcitos (KGF). Os sinais mitogénicos intracrinos, autocrinos e
paracrinos (Figura 4) sao iniciados pela ligagdo desses fatores aos dominios extemnos
dos seus receptores presentes na membrana celular, o que estimula a atividade de
tirosina quinase situada no dominio intracelular do receptor e inicia uma cascata de
sinais até o nucleo. Esses sinais regulam a transcricdo de genes especificos, tais como

o do antigeno especifico da préostata (PSA), ou de protoncogenes, como o C-MYC, C-

FOS ou C-JUN, que codificam proteinas envolvidas no processo normal de proliferagao
celular (Aaronson et al., 1991, Griffiths et al., 1997). Os produtos génicos de C-FOS e
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Figura 3. llustragdo mostrando os processos intracelulares da célula epitelial prostatica que
ocorrem apos a formagdo do complexo DHT-AR, sua consequente alteragao
conformacional apés a liberagdo da proteina hsp90 e interagdo funcional com o fator
AP-1(C-FOS e C-JUN) na transcrigao génica. 50R = 5So.- redutase; hsp90 = proteina
90 do choque térmico; FA = fator acessério; TT = testosterona; AR = receptor de
andrégenos; DHT = diidrotestosterona (modificada de Griffiths et al., 1997).
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C-JUN, por exemplo, formam homo ou heterodimeros através de seus dominios
leucine zippers e sdo componentes do fator de transcricdo AP-1 (Lewin, 1997). O
complexo AP-1 reconhece sequéncias especificas no genoma, que se encontram
proximas ao elementos HREs nas regides promotoras de genes que respondem ao
horménio (Jones et al,, 1990). Essa proximidade de sequéncias reguladoras indica uma
interagdo funcional (Figura 3) do complexo DHT-AR e do AP-1, aparentemente
necessaria para a transcricdo de genes alvo (Griffiths et al., 1997).

Além das cascatas de sinais desencadeados pelos androgenos e pelos fatores
de crescimento, outras substancias também participam dos processos de
desenvolvimento e diferenciagdo da prostata. Por exemplo, as células
neuroendécrinas, presentes na glandula, contém granulos secretores com substancias
da familia das cromograminas e das proteinas semelhantes ao horménio da
paratiredide, além de serotonina, somatostatina, bombesina e calcitonina que
possuem atividades semelhantes as dos fatores de crescimento. Essas substancias
sdo importantes na proliferacdo das células prostaticas e atuam através de varios
mecanismos de regulagdo, incluindo o autécrino e o paracrino (Figura 4). O
envolvimento desses compostos no crescimento e na diferenciacdo prostatica constitui
uma prova de que esses processos sdo complexos e ndo tém os andrégenos como
fatores atuantes exclusivos (Sant'‘Agnese e Cockett, 1996, Galbraith e Duchesne,
1997).

I.4. O receptor de andrdgenos

O receptor de androégenos (AR) & um fator transcricional, membro da
superfamilia de proteinas regulatérias nucleares que inclui, além de outros receptores
de esteroides, o receptor do hormoénio da tiréide e do acido retindico (Evans et al.,
1988. Lubahn et al., 1988). Essas proteinas sao relacionadas entre si por causa da alta
homologia do seu dominio responsavel pela ligagdo com as sequéncias HREs do
genoma (Chang et al., 1988 a, Evans et al., 1988).

O AR é uma proteina formada por 910 aminoacidos e, estruturalmente,

organizada em trés dominios funcionais: o amino-terminal, que € essencial para a
ativagcdo da transcricdo; a sequéncia central, rica em cisteina e com dois zinc fingers,
que é altamente conservada e responsavel pela ligagdo do receptor com os elementos
HREs do DNA; e o dominio carboxi-terminal, que se liga ao andrégeno (Chang et al,,

1988 b, Brinkman et al, 1989, Kuil e Brinkman, 1996). O gene esta localizado na
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banda Xq11-12 (Brown et al., 1989) e sua regido codificadora esta dividida em oito
exons. A sequéncia que codifica o0 dominio amino-terminal da proteina esta presente
no exon 1, enquanto o dominio de interagdo com o DNA e codificado pelos exons 2 e 3
e a informagéo para o dominio de ligagdo com o esterdide esta distribuida entre os
exons 4 a 8 (Chang et al., 1988 b, Kuil e Brinkman, 1996). A deficiéncia completa ou
parcial do dominio amino-terminal ou da regido de ligagdo com o DNA inativa a
capacidade transcricional do AR, mesmo quando o receptor se encontra associado ao
andrégeno. Por outro lado, a maioria das alteragdes observadas na regido carboxi-
terminal impede sua ligacdo com o esterodide, porém, ativa a funcdo transcricional
mesmo na auséncia do horménio (Rundlett et al., 1990, Jenster et al., 1991, Simental
etal., 1991).

As comparagdes intra e interespecificas mostram que as sequéncias de

aminoacidos dos dominios de ligacdo com o DNA e da regido de ligagdo com o

hormonio sao conservadas, tanto para o mesmo receptor como para receptores
diferentes da mesma superfamilia (Chang et al,, 1988 a, Lubahn et al., 1989). Essa
conservagao evolutiva levou alguns pesquisadores a questionarem a especificidade
transcricional in vivo, uma vez que os diferentes receptores de esterdides reconhecem
uma mesma sequéncia de DNA (Ham et al., 1988). Uma das explica¢des dadas foi que
a regulacdo transcricional envolve a participagdo de fatores acessoérios (Figura 3) que
atuam como ativadores ou repressores transcricionais (Sun et al., 1997). Por exemplo,
a ERAP-160 e a GRIP1 funcionam como coativadores dos complexos receptor de
estrogeno-DNA e receptor de glicocorticoide-DNA, respectivamente (Halachmi et al.,
1994, Hong et al, 1996), a SRC-1 estimula a fungdo de transativacdo de todos os
receptores de esterdides (Onate et al, 1995) e a ARA70 desempenha a fungao de
coativador especifico da atividade transcricional do AR nas células prostaticas
humanas (Yeh e Chang, 1996). Como exemplos de repressores est&o os fatores de
transcricdo N-CoR e SMRT, que atuam sobre os receptores do horménio da tirbide e
do acido retindico (Chen et al., 1995, Horlein et al., 1995, Kurokawa ef al., 1995).

No dominio amino-terminal do AR, existem duas sequéncias polimorficas de
trinucleotideos CAG e GGC (Kazemi-Esfarjani et al., 1995). As expansdes CAG, que
normalmente atingem de 11 a 33 repeti¢cdes (com média de 20), codificam uma cadeia
de poliglutamina na posicdo 172 e as repeticbes GGC codificam poliglicinas na posi¢ao
1342 da proteina. Tais expansdes parecem estar inversamente relacionadas com sua
atividade transcricional nas células prostaticas (Lubahn et al., 1988, Sleddens et al,
1993, Tut et al., 1997).
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O estudo de Irvine et al. (1995) em trés grupos raciais diferentes mostrou uma
predominancia de alelos CAG pequenos nos negros americanos, que possuem um
risco aumentado de desenvolver essa doencga, tamanhos intermedidrios em homens
brancos de origem nao hispanica e nuamero baixo de repeticbes em asiaticos, que
manifestam as frequéncias mais baixas desse tipo de neoplasia. Giovannucci et al.
(1997), avaliando o numero de repeticdes CAG no gene do AR de amostras de
adenocarcinomas prostaticos, concluiram que tumores com fenétipos mais agressivos,
quando comparados aos menos agressivos, possuiam sequéncias polimérficas mais
curtas.

Extensdes homopoliméricas de aminoacidos semelhantes a essas tém sido
observadas em muitas proteinas (Gerber et al., 1994). Por exemplo, sequéncias com
20 ou mais residuos de poliglutamina ja foram referidas em muitos fatores de
transcricdo, incluindo a proteina NOTCH em drosdfila (Wharton et al., 1985), o fator de
transcricdo 1ID na espécie humana (Hoffmann et al., 1990, Kao et al., 1990), a GAL4
em leveduras (Gerber et al., 1994) e o AR de diferentes organismos (Chang et al.,

1988 b). RepeticOes de trinucleotideos sdo descritas também em genes de algumas

doencas hereditarias. E o caso dos alelos do proprio gene do AR, que exibe de 40 a 62

repeticbes CAG no amino-terminal e causam a doenga de Kennedy, uma sindrome
neuromuscular degenerativa com insensibilidade ao andrégeno. Também sdo
conhecidos os alelos dos genes responsaveis pela doenga de Huntington, pela ataxia
espinocerebelar tipo 1, pela doenga de Machado-Joseph e pela sindrome do X fragil,
que manifestam desde algumas dezenas até milhares de trinucleotideos CAG ou CGG
(Rosemberg, 1996). Certos alelos do gene SRD5A2, responsavel pela sintese da
isoenzima tipo Il da 5-a redutase expressa na prostata, também contém repeticées de
dinucleotideos (TA)n na regido 3’ o que parece elevar a atividade da enzima, o nivel de
DHT na prostata e, consequentemente, os riscos de desenvolver alguns tipos de

cancer prostatico (Davis e Russel, 1993, Reichardt et al., 1995).

1.5. Mecanismos moleculares da transformagao maligna e da independéncia

hormonal das células neoplasicas da préstata

Os carcinomas de prostata em estagios avangados sdo, geralmente, tratados
com terapias que diminuem a atividade dos andrégenos circulantes, como a castragéo
cirdrgica, a administragdo de andlogos do horménio luteinizante ou a inibicdo da

atividade normal do AR por substancias antiandrogénicas (Dawson, 1998).
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Os antiandrégenos sdo frequentemente utilizados para o tratamento das lesdes
horménio-dependentes e sua acdo é baseada no potencial de competicdo pelos sitios
do AR, sem a sua correspondente ativagdo. Com relagdo aos efeitos fisiologicos,
podem ser divididos em dois grupos: os esterdides e os ndo esterdides. O primeiro
grupo bloqueia a acdo do andrégeno e possui atividade de glicocorticdide e de
progesterona, essa ultima capaz de reprimir a produgdo do horménio luteinizante e,
consequentemente, da TT e da DHT. O segundo grupo, embora com capacidade de
bloqueio de androgenos, estimula o eixo hipotalamo - hipofise - gonada, o que pode
levar a um aumento no nivel desses horménios (Kuil e Brinkmann, 1996). Em ambos os
casos, 0s mecanismos de agdo incluem a indugdo de uma conformagéo anormal do
receptor (Kuil et al., 1995), a deficiéncia no transporte do complexo hormdnio-AR
(Brinkmann et al., 1983, Segnitz e Gehring, 1990), a falha na dissocia¢do do complexo
heterodimeérico do receptor (Segnitz e Gehring, 1990) e a sua dimeriza¢&o ou ligagdo
com o DNA incompletas (Klein-Hitpass et al., 1991).

Cerca de 20% dos tumores ndo possuem qualquer resposta & manipulagéo
endocrina e muitos casos ndo mostram remissdo permanente podendo, em um tempo
variavel, tornar-se horménio-independentes e ndo responderem mais ao tratamento
(Isaacs et al., 1981, Habib, 1997). Existem alguns fatores que contribuem para a
ineficiéncia desse tipo de terapia. Por exemplo, os niveis hormonais na corrente
sanguinea podem n&o refletir o padrdo androgénico intracelular da glandula e, assim, a
manipulacdo do horménio circulante ter apenas um pequeno impacto na proliferacdo
do tecido prostatico (Habib, 1997).

Outros fatores responsaveis pela falha na resposta ao tratamento sdo aqueles
relacionados com a ativagao permanente do receptor hormonal, mesmo na presenga
de concentragbes baixas de andrégenos. Hobisch et al. (1995), através de técnicas
imuno-histoquimicas, observaram a presenga do AR em todas as amostras de
metastases de carcinomas prostaticos humanos que haviam adquirido independéncia
androgénica durante a terapia. Os autores concluiram que, provavelmente, a alteracdo
do receptor estaria envolvida na progressdo do tumor, levando ao estimulo do
crescimento mesmo na auséncia do horménio ou, entdo, a inespecificidade do receptor
em relagdo ao esterdide. Realmente, a analise do gene AR tem demonstrado que
mutagdes especificas, nos exons 4 a 8, conferem vantagem proliferativa em alguns
tipos de cancer hormonio-independentes (Gaddipati et al., 1994, para referéncia) mas
parece ser um evento incomum nos tumores em estagios iniciais (Paz et al., 1997).

Gaddipati et al. (1994), utilizando amostras de pacientes com cancer de

prostata metastatico, detectaram uma substituicdo frequente no codon 877 (ACT —
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GCT, Thr — Ala), presente no exon que codifica 0 dominio de ligagdo com o hormonio.
Mutagbes nessa regido também foram descritas em uma linhagem celular muito bem
caracterizada, a LNCaP (Harris et al., 1990, Veldscholte et al., 1990), que é derivada

de um noédulo linfatico de paciente portador de tumor prostatico disseminado,

inicialmente tratado com administracdo de estrogeno e castragdo cirurgica. E

interessante citar que, na presenca dessa mutagdo, os antiandrégenos tém um efeito
estimulador sobre a proliferacdo. Assim, é possivel que essa alteragdo dificulte a
resposta aos agentes terapéuticos usados.

O estudo de Koivisto et al. (1997) mostra uma relagdo entre amplificagbes do
gene do AR e resisténcia a terapia hormonal. Os autores observaram que tais
amplificagdes ocorrem exclusivamente em tumores recorrentes que foram tratados com
terapia de deple¢do hormonal durante um periodo maior que 12 meses. As lesOes que
ndo apresentaram, inicialmente, resposta ao tratamento androgénico ou aquelas que
recorreram em um periodo inferior a um ano ndo possuiam amplificagées do gene.
Portanto, essa mutagdo ndo esta correlacionada com a génese do cancer ou mesmo
com a progressao clinica de tumores néo tratados. O aumento no numero de cépias do
gene e, consequentemente do seu produto, parece potencializar a resposta da célula,
mesmo em baixas concentragdes de androgenos e deve ser responsavel pela
resisténcia adquirida a terapia hormonal. Por outro lado, a falha no tratamento de
tumores inicialmente independentes ao hormoénio, parece ser causada por outros
mecanismos n&o relacionados com a amplificagao do gene do AR.

Varios experimentos tém sugerido que a transformagdo de uma célula tumoral
horménio-dependente para um estagio de independéncia hormonal pode ndo envolver
alteragdes no gene do receptor. A ativagdo de protoncogenes ou a inativagéo de genes
supressores de tumor seriam as responsaveis pela proliferacdo celular mesmo na
auséncia de esterdides (Galbraith e Duchesne, 1997). Realmente, a introdugao do
oncogene RAS ativado em células da linhagem LNCaP é suficiente para fazer a sua
conversdo para a condi¢cdo androgeno-independente (Voeller et al., 1991). Entretanto,
a frequéncia de alteragées nos genes dessa familia em lesGes prostaticas parece ser
muito baixa (Carter et al, 1990; Moyret-Lalle et al., 1995) com algumas excegdes
(Anwar et al, 1992). Outro oncogene, o C-MYC, tem expressdo elevada de sua
proteina referida por alguns autores como possivel marcador de progress@o tumoral
(Jenkins et al., 1997). Do mesmo modo, intensa imunocoloragédo para a proteina BCL-2
tem sido relacionada com inibicdo da apoptose causada por ablagdo androgénica,

consequente resisténcia ao horménio e comportamento mais agressivo da lesao
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(Hockenbery et al.,1991; Colombel et al., 1993; Segal et al., 1994; Raffo et al.,1995).
Com relacdo a expressdo do oncoproduto ERBB2/NEU/HER-2, um receptor de
membrana homologo ao receptor de EGF, resultados conflitantes tém sido observados
tanto entre autores diferentes quanto em estudos comparativos da expressdo da
proteina e da amplificacdo do DNA (Kuhn et al., 1993; Ross et al., 1993; Latil et al.,
1994) e ndo existe uma correlacdo definitiva sobre sua participagdo nos eventos
carcinogénicos.

Outros genes também tém sido referidos. Shen et al. (1995), por exemplo,
identificaram o gene PTI/-1, um possivel oncogene que parece ser membro de uma
classe de fatores relacionados com a sintese protéica. A analise de sua sequéncia
revelou homologia com uma forma mutada do fator de elongag¢do a1 humano. Seu
produto foi observado em amostras provenientes de carcinoma prostatico mas ndo em
hiperplasias ou espécimens normais, indicando que pode participar do processo de
malignizagdo desses tecidos.

Enquanto os oncogenes favorecem a proliferagdo celular, os genes
supressores de tumor normalmente bloqueiam o crescimento anormal e a
transformag&o maligna, contribuindo para o cancer apenas quando a fun¢do de ambos
os alelos é perdida. O TP53 é um gene supressor de tumor mapeado na banda p13 do
cromossomo 17 e codifica uma proteina envolvida no controle do ciclo celular.
Mutagcbes nesse gene, geralmente nos exons 5 a 8, resultam na producdo de um
polipeptideo alterado, que tem vida média longa, compete com o produto normal e esta
presente em uma variedade de tumores malignos (Mellon et al.,, 1992; Uchida et al,,
1993). Alteragbes do TP53 ou de sua expressdao podem, entdo, conferir vantagem
proliferativa, e ja foram observadas em estagios avancados de carcinoma prostatico
(Visakorpi et al., 1992; Bookstein et al,, 1993; Navone et al., 1993; Casalone et al.,
1993; Dinjens et al., 1994, Henke et al.,, 1994; Ittmann et al, 1994), embora sejam
citadas como eventos raros por varios autores, especialmente em tumores primarios
(Uchida et al., 1993; Dinjens et al., 1994; Latil et al., 1994; Moyret-Lalle et al,,
1995; Brooks et al., 1996).

Em relagdo ao gene supressor RB1, algumas linhagens celulares horménio-
independentes exibem mutagdes nesse gene (Rubin et al., 1991; Tricoli et al., 1996)).
Recentemente, Yeh et al. (1998), observaram que o seu produto liga-se

especificamente ao AR em células de uma linhagem prostatica horménio-independente

e induz, em até quatro vezes, o aumento da atividade transcricional do receptor na

presenca de diidrotestosterona. Por sua vez, a taxa de transcricdo € aumentada em até
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64 vezes quando o coativador ARA 70 também esta presente no meio. Dessa forma,
os autores concluiram que a pRB1 pode funcionar como um coativador da atividade
transcricional do AR nas células prostaticas. Essa € a primeira observagao feita da
atuacdo positiva de uma proteina com fungdo regulatéria negativa, resultando na
inducao da transcrigdo in vitro.

Outros genes supressores também tém sido referidos como participando do
desenvolvimento das lesdes de préstata. Entre eles estdo o DCC (Latil et al., 1994;
Crundwell et al., 1996) e o BRCA1 e 2 (Gao et al., 1995 a, 1995 b; Murakami et al.,
1995; Stratton, 1996). Um numero de estudos sobre perda de heterozigosidade (LOH)
tem sugerido ainda a preseng¢a de supressores nas regides cromossdémicas 7q, 8p,
10q, 13q, 16 e 18q, que podem ser importantes na iniciagdo ou progressdo tumoral
(Bova et al., 1993; Emmert-Buck et al., 1995; Kagan et al., 1995; Macoska et al., 1995;
Suzuki et al., 1995; Takahashi et al., 1995; Zenklusen et al. 1994; Cooney et al., 1996
Crundwell et al.,, 1996; Cunningham et al.,, 1996; Ittmann et al., 1996; Komiya et al.,
1996; Lacombe et al., 1996; Vocke et al., 1996, Jenkins et al., 1998). Os estudos

moleculares realizados por Tricoli et al. (1993) tém revelado a participagdo de outros

genes no desenvolvimento do cancer de prostata. E o caso do SRY mapeado na

banda p11.3 do cromossomo Y e expresso em tecidos prostaticos hipertroficos e
malignos. Seu produto € especifico para o desenvolvimento testicular e contém
sequéncias homologas as de proteinas ndo histonicas de alta mobilidade capazes de
ligar-se ao DNA. Entre os genes que contém elementos de resposta a estas
sequéncias estdo o SIS, o FOS e o MYCN. Tais achados levantam a possibilidade de
que a expressao do gene SRY pode resultar na ativacdo de oncogenes, com
consequente proliferagdo celular, e ser responsavel, além do desenvolvimento

testicular, por importantes fun¢des na prostata do adulto.

1.6. Citogenética do cancer de prostata

As aberragdes cromossdémicas observadas em células neoplasicas fornecem
informagbes essenciais para 0 mapeamento de mutagdes que predispéem ou que
levam ao cancer. A associagdo de uma alteracgdo cariotipica ou de um numero limitado
delas com um tipo de tumor pode indicar a preseng¢a no local do rearranjo de um ou
mais genes importantes para o processo neoplasico, tanto de formas herdadas como
esporadicas (Goddard e Solomon, 1993).
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No caso do cancer de prostata, as informagées obtidas de analises
citogenéticas convencionais sao relativamente escassas quando comparadas com
outros tipos de tumores comuns. Provavelmente, esse fato decorre das dificuldades

referentes ao cultivo de suas células e, em consequéncia, da obtengdo de boas

preparagbes cromossomicas. Apesar de diferentes metodologias especificas para

células prostaticas terem sido propostas, os resultados nem sempre sdo satisfatérios.
Alguns estudos, por exemplo, sdo feitos em preparac¢des diretas, o que produz poucas
metafases, nem sempre de boa qualidade (Atkins e Baker, 1985; Babu et al., 1990;
Webb et al., 1996). Culturas de curta duragdo também s&o realizadas em diferentes
meios de cultura e frascos, suplementados com agentes mitogénicos e hormonais
diversos (Hallowes et al., 1991; Navalainem et al., 1993), ap6s desagregacdo mecanica
(Peehl e Stamey, 1986) ou enzimatica, e técnicas para sele¢do de células neoplasicas
(Jellinghaus et al., 1976; Gibas et al., 1985; Limon et al, 1986a, 1986b, 1990;
Lundgren et al, 1988; Babu et al, 1990; Brothman et al., 1991). Apesar das
dificuldades, varios resultados ja foram obtidos em linhagens celulares (Jellinghaus et
al., 1976; Konig et al., 1988; Brothman e Patel, 1992) e em algumas centenas de
culturas primarias de adenocarcinomas, leiomiossarcomas e adenomas. O cariétipo
normal foi o evento citogenético mais frequentemente encontrado (Jellinghaus et al.,
1976; Brothman et al., 1989, 1990; Babu et al., 1990; Lundgren et al,, 1992; Micale et
al., 1992; Arps et al., 1993; Breitkreuz et al., 1993; Casalone et al.,, 1993) e pode ser
explicado pela contaminagdo da amostra com o epitélio normal ou pela auséncia de
alteracbes cromossomicas visiveis nas células do parénquima tumoral. Além disso, a
alta frequéncia desse evento pode estar relacionada com a dificuldade de induzir, in
vitro, a proliferacao de células neoplasicas (Lundgren et al., 1992) ou com sua selegdo
durante o cultivo. Realmente, Konig et al. (1993), Jones et al. (1994), Ketter et al.
(1996) e Webb et al. (1996) observaram maior frequéncia de anomalias cariotipicas
clonais nas preparacoes frescas.

A perda do cromossomo Y tem sido a alteragdo numérica mais comum nas
lesGes benignas e malignas (Atkins e Baker, 1985; Brothman et al., 1989, 1990;
Lundgren et al., 1992; Micale et al.,, 1992; Wullich et al., 1992; Breitkreuz et al., 1993;
Arps et al., 1993; Casalone et al., 1993; Milasin e Micic, 1994; Molennar et al., 1996; Qi
et al., 1996; Webb et al., 1996; Zitzelsberger et al., 1996) e alguns autores acreditam
que esse achado ndo esta relacionado com o desenvolvimento do cancer prostatico

pois ja foi observado nos fibroblastos normais da glandula e ndo nas células epiteliais
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que originam o tumor (Casalone et al., 1993). Entretanto, o assunto é controverso pois
resultados opostos a esses ja foram citados (Micale et al., 1993).

Muitas aberracdes esporadicas foram também detectadas e, em virtude do
baixo indice mitético quase sempre presente, podem refletir anomalias clonais do
tecido neoplasico, dado que a distribuicdo dos pontos de quebra é coincidente com
aquela encontrada nas anomalias recorrentes. Entre essas ultimas, as mais comuns
envolvem as regides 1p, 1q, 2q11-13, 3p13-p21, 6q22-23, 7q22-q32, 8p21, 10q22-24,
12p11, 12924, 14924, 15924-25, 16g22-24, 18g, 19p13 e q13, algumas delas
resultando em deficiéncias parciais dos segmentos 3p, 6q, 7q, 8p, 10q, e 15q (Atkins e
Baker, 1985; Gibas et al.,, 1985; Ahmann et al., 1986; Limon et al., 1986 b; Pittman et
al., 1987, Lundgren et al., 1988, 1992 b; Brothman et al, 1989, 1990; Waullich et al.,
1992; Arps et al, 1993; Breitkreuz et al,, 1993; Jones et al., 1994; Milasin e Micic,
1994; Webb et al., 1996; Zitzeslberger et al., 1996, Osman et al., 1997, Ueda et al.,
1997, Chin et al., 1998, Filipova et al., 1998, Jenkins et al., 1998, Konig et al., 1998,
Pan et al., 1998). Outras alteragbes ja foram repetidamente descritas, como as
trissomias 1 e 7, a monossomia 17 e as amplificagcdes por double minutes ou regides
homogeneamente coradas (Atkins e Baker, 1985; Ahmann et al., 1986:; Brothman et
al., 1989, 1990; Limon et al., 1989; Babu et al., 1990; Lundgren et al., 1992; Micale et
al.,, 1992; Wullich et al., 1992; Arps et al., 1993; Breitkreuz et al., 1993; Casalone et
al., 1993; Jones et al., 1994, Milasin e Micic, 1994; Van Den Berg et al., 1995, Qi ef al.,
1996; Webb et al., 1996; Zetzeslberger et al., 1996, Konig et al.,1998). De modo geral,
os achados sugerem que tanto a perda de genes supressores de tumor quanto a

ativagdo de oncogenes podem ser eventos essenciais no desenvolvimento ou

progressdo do carcinoma prostatico (Lundgren et al., 1992 a). E importante observar

que muitas das deficiéncias cromossdmicas correspondem a regiées com perda de
heterozigosidade citadas anteriormente, como por exemplo 7q, 8p e 10q, o que reforca
a presencga nesses locais de genes supressores.

A analise citogenética utilizando as técnicas de hibridagéo in situ fluorescente
(FISH) e hibridagdo gendmica comparativa (CGH) também tém confirmado esses
resultados. Assim, diferentes autores tém observado perdas totais e parciais
envolvendo os cromossomos e os segmentos 8/8p, 10/10q, 13q, 16q, 17/17p, 18/18q e
Y e ganho de 7/7q, 8/8q, 10, 17 e X (Macoska et al., 1994, 1995; Alcaraz et al., 1994;
Aly et al, 1994, Bandyk et al., 1994; Baretton et al, 1994; Brothman et al., 1992;
Brown et al., 1994, Henke et al., 1994; Jones et al., 1994; Takahashi et al., 1994: Alers
et al., 1995; Cher et al., 1995, 1996; Joos et al., 1995; Qian et al.,, 1995; Visakorpi et
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al., 1995; Wang et al.,, 1996; Webb et al., 1996; Brothman et al., 1997 ,Jenkins et al.,
1997).

Os dados obtidos pela técnica de FISH em nucleos interfasicos sdo
especialmente importantes por serem observados em material ndo cultivado. Como ja
referido, o cultivo de células pode selecionar determinados clones e, assim, o quadro
cariotipico observado nem sempre refletir as caracteristicas in vivo. Do mesmo modo,
os estudos do conteudo de DNA por citometria também podem ser feitos a partir de
amostras frescas ou emblocadas em parafina e permitem a determinagdo das

condigbes de ploidia do tecido no organismo. Muitas analises desse tipo ja foram

realizadas em lesGes benignas e malignas da prostata para avaliagdo de prognéstico.

Embora o numero de casos seja reduzido, as hiperplasias mostram contetidos de DNA
dipldides (Frauenhoffer et al., 1991), mas aneuploidias ja foram referidas nesse grupo
e em tecidos prostaticos normais (Haugen e MjOlner0d, 1990). Em relagdo aos
carcinomas, a presenga de conteudos de DNA aneuploides tem sido considerada uma
evidéncia de agressividade da lesdo e de pior prognéstico (Friedlander et al., 1984;
Frankfurt et al., 1985; Fordham et al., 1987; Lundberg et al., 1987; Stephenson et al.,
1987, Adolfsson et al., 1990; Al-Abadi e Nagel, 1990; Zetterberg e Forsslund, 1991;
Stege et al., 1990; Greene et al., 1991; Miller et al., 1991; Robertson e Paulson, 1991;
Hussain et al., 1993; Nielsen et al., 1993) e seu papel na progressao neoplasica pode
ser explicada pelo efeito da dosagem génica anormal (Frankfurt et al., 1985). Apesar
disso, deve ser referido que tumores dipldides também podem ter um comportamento
agressivo (Jones et al, 1990) e que os tetrapldides parecem ser menos malignos que
os aneupldides (Montogomery et al, 1990; Zetterberg e Forsslund, 1991). Os
resultados de Tribukait (1991) e Henke et al. (1994), por exemplo, reforgam o conceito
de um desenvolvimento continuo do carcinoma de préstata, do estagio inicial para um
estagio mais avangado, associado a duplicagdo do genoma seguido de sucessivas
perdas cromossomicas no tumor tetraploide.

Um estudo realizado por Deitch et al. (1993) relacionou o contetido de DNA com
o grau histolégico e o volume de tumores benignos. Os resultados revelaram que
lesGes muito pequenas e seu tecido adjacente eram dipldides. Por outro lado, a maioria
daquelas com volumes maiores apresentavam ploidia anormal, do mesmo modo que o
tecido proximo. Com base nesses resultados, os autores propuseram que conteudos
anomalos de DNA podem estar presentes nas fases iniciais da progressdo maligna e
que, em virtude desses achados serem vistos nos tecidos vizinhos, o cancer prostatico

deve ter origem em multiplos clones. Evidéncias para essa hipétese sdo fornecidas
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pelos dados obtidos por Lundberg et al. (1987) com citometria de fluxo e Qian et al.
(1995) com FISH, que referiram resultados heterogéneos entre amostras de diferentes
areas do mesmo tumor.

Os estudos de varios autores (Alcaraz et al., 1994, Brown et al., 1994, Persons
et al., 1994, Steilen et al., 1994, Visakorpi et al., 1994, Alers et al., 1995, Lifson et al.,
1995) comparando os dados obtidos através da técnica de FISH e por citometria de
fluxo, concluiram que a primeira € mais sensivel na detecgdo de aneuploidias. A baixa

concordancia dessas metodologias pode ser decorrente do fato de que alteragdes

cromossdmicas sé podem ser reveladas por citometria quando excedem pelo menos

4% da quantidade total de DNA, ou seja, aproximadamente o equivalente a um
cromossomo grande e varios pequenos (Baretton et al., 1994). Por outro lado, esses
autores salientaram a necessidade de utilizagdo de duas ou mais sondas para

determinacéo do status de ploidia por meio da técnica de FISH.
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Considerando a importancia dos dados citogenéticos e moleculares no rastreamento

de genes envolvidos na iniciagdo e progressdo do processo neoplasico e, também, a alta

incidéncia de tumores de prostata na populagdo e a necessidade de informacao

progndstica, nessas lesdes, foi proposto o presente trabalho que pretendeu atingir os

seguintes objetivos:

Estabelecer a técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) no Laboratério de
Citogenética Humana e Biologia Molecular do IBILCE-UNESP de Sao José do Rio
Preto-SP.

Pesquisar, através da técnica de FISH, a ocorréncia de anomalias numeéricas em

nucleos interfasicos de tumores de prostata frescos ou cultivados.

Avaliar a ocorréncia de selecdo celular in vitro nesses tumores com a utilizagao da
técnica de FISH.

Analisar, através da técnica de PCR multiplex, o papel das variantes theta (GSTT1) e
mu (GSTM1) da enzima glutationa S-transferase nas lesdes benignas e malignas da

prostata.

Comparar os resultados citogenéticos obtidos com os dados clinicos e histopatoldgicos
dos pacientes e fornecer subsidios para progndstico nos casos em que isso for

possivel.




II. Resultados
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ABSTRACT

We present a simple procedure for interphase fluorescence in situ rehybridization.
This procedure was used to evaluate fresh prostate tumor from needle biopsy specimens.
Digoxigenin-labeled DNA probes were hybridized onto nuclei which had been previously
investigated by FISH using biotin-labeled DNA probes. This method makes it possible to
reanalyze the same nucler with different centromeric DNA probes and is useful in cases

where a limited number of slides are available.

RESUMO

O presente trabalho descreve um procedimento simples para reibridizagdo in situ
fluorescente em nucleos interfasicos de amostras frescas de tumores de prostata obtidas a
partir de biopsias aspirativas. Sondas ¢ centroméricas marcadas com digoxigenina foram

hibridizadas em nucleos anteriormente avaliados com diferentes sondas marcadas com

biotina. Esse método permitiu a analise da mesma célula com diferentes sequéncias de

DNA centroméricas, especialmente em casos com um numero limitado de laminas

disponiveis.

KEY WORDS: Fluorescence in situ rehybridization, FISH, Interphase cytogenetic
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Fluorescence in situ hybridization (FISH) provides a direct way of detecting
specific DNA sequences in metaphase chromosomes and interphase nuclei. This technique
has rapidly found applications in clinical and cancer research. In most FISH studies, fresh
or stored fixed cells are used for hybridization experiments, and the slide is used only once
(Wang-Rong et al., 1995). We developed a simple procedure for FISH by which the same
slide can be used for two consecutive FISH experiments with different detection systems
and fluorochromes.

Tumor specimens obtained after needle biopsies from patients with prostate cancer
were processed according to standard procedures (Brown et al., 1994; Dierlamm ef al.,
1996). In brief, the samples in saline solution were mechanically disaggregated and treated
with hypotonic sodium citrate solution (1%) for 20 min and methanol/acetic acid (3:1)
overnight. The remaining cell clumps were disaggregated with 60% acetic acid and the

suspension was dropped onto cold slides which were stored at -70°C until used.

First Hybridization

Slides were pretreated with 2 x SSC (pH 7.0-7.4) for 30 min at 37°C, dehydrated
in a graded ethanol series (70, 85 and 100%; 2 min each) at room temperature and air
dried. An alternative pretreatment was also used as follows: the slides were washed in 70%

acetic acid for 1 min at room temperature and three times in 1 x PBS for 4 min each at

room lempefature. Then, 100 ul DNAase-free RNAase A (Sigma; 100 pg/ml in 2 x SSC)

was dropped onto a plastic coverslip, which was then placed over the pretreated slides and
incubated for 45 min to 1 h at 37°C in a moist chamber with 2 x SSC, pH 7.0. After three
washes for 5 min each in 2 x SSC, pH 7.0, dehydration in a graded ethanol series (70, 85
and 100%; 2 min each) and air drying, the slides were incubated in pepsin solution (Sigma,
10 mg in 100 ml 0.01 M HCI) for 5-10 min at 37°C and washed in 1xPBS (5 min). After
incubation in 4% formaldehyde/1 x PBS for 10 min at 37°C, the slides were washed in 1 x
PBS (5 min), dehydrated in a graded ethanol series for 2 min each and air dried.

Cellular DNA was denatured by immersing the slides in 70% formamide/ 2 x SSC
(pH 7.0-7.4) for 2-4 min at 72°C, followed by dehydration in a cold ethanol series (-20°C).
Five microliters of hybridization mixture (30 pl Hybrisol VI Oncor and 1.5 pl centromeric
probe) was denatured for 5 min at 72-74°C. After brief cooling on ice, this mixture was

added to each slide, which was then covered with an 18 x 18 mm coverslip and sealed
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with rubber cement. Hybridization was allowed for 16-24 h in a moist chamber at 37°C.
Then the slides were washed in 50% formamide and 2 x SSC for 5 min each at 37°C. After
incubation in phosphate-Tween 20-PBT (30% BSA, 1% Tween 20/PBS) or phosphate
buffer detergent-PBD (Oncor) for 2 min at room temperature, the biotin-labeled probe was
detected with fluorescein-labeled avidin at final concentration of 1:1000 wash buffer (0.1M
Tris-HCI pH 7.5; 0.15 M NaCl; 0,05% v/v Tween 20; 5% w/v non-fat dry milk powder),
and the digoxigenin-labeled probe was detected with rhodamine-labeled anti-digoxigenin
(Oncor). Detections were carried out for 30 and 5 min at 37°C, respectively, in a pre-
warmed humidified chamber in the dark. The slides were washed in PBT or PBD (3 x 2
min) at room temperature (25° - 28°C). Probe signals were amplified with biotinylated anti-
avidin at final concentratiom of 1:200 wash buffer and fluorescein-labeled avidin (Vector)
or with rabbit anti-sheep and rhodamine-labeled anti-rabbit (Oncor). Nucler were
counterstained with 12 il of 4’ 6-diamino-2-phenylindole dihidrochloride/DAPI (0,1 pg/ml
antifade solution/Oncor) or propidium iodide (0,6ng/ml antifade solution/Oncor) (Figure

Al and B1).

Second Hybridization
The slides, after previous hybridization analysis, were conserved in the dark at -

70°C for four days to one month. For the second FISH, the coverslips were gently

removed, and the slides were destained in 1 x PBS (pH 7.0) for 5 min and washed in a

graded ethanol series (70, 85 and 100%) for 2 min each at room temperature. Slides and
probes were denatured, and hybridization was performed for 24-36 h at 37°C in a moist
chamber. Post-hybridization washes, detection and amplification of the probe signal were
identical to those in the procedure for the first FISH, but pretreatment was omitted (Figure
A2 and B2). For each probe, signals from about 300 nuclei were evaluated by two
independent observers. For each analysis, the guidelines described by Eastmond et al.
(1995) were followed: only nonoverlapping nuclei were counted, damaged nuclei were not
included, signals had to be completely separated to be scored individually, and bilobed
signals that were not completely separated were counted as one. For each experiment, one
slide of normal fresh skin samples was used. Only slides that displayed hybridization
efficiency of 80% or more were scored. Signals related to probes applied in previous

hybridizations persisted with variable intensity. The morphology of nuclei was not lost
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during the second hybridization and the first and second hybridizations showed a high

efficacy, reaching more than 85% of the nuclei.
We conclude that, with the technique described the same slide can be used for up
to two consecutive FISH experiments without loss of specificity and with variable intensity

of hybridization signals.
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LEGENDS

Figure 1. Two FISH experiments were consecutively performed on the same slides of a

patient with prostate cancer. A,) First hybridization with biotinylated

centromeric probe for chromosome 7 and A;) second hybridization with
digoxigenin-labeled probe for chromosome 10. B;) First hybridization with
biotinylated centromeric probe for chromosome 7 and B;) second
hybridization with digoxigenin-labeled probe for chromosome 10. The nucleus
on the left is likely composed of the superimposed signals of two

chromosomes.
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ABSTRACT

Successful cytogenetic analyzis of malignant tissues using conventional techniques
depends upon the presence of viable, dividing malignant cells in the sample, and the ability

to obtain metaphase cells with good-quality chromosome banding. In this report we

describe an improved technique for short-term cultures of neoplastic and nonneoplastic

prostate samples.
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INTRODUCTION

Although prostate cancer is the most common neoplasia in elderly males, only
limited cytogenetics studies have been published when compared with other common
tumors. The low mitotic activity of the tumor in culture, probably resulting from the lack
of information on the optimum nutritional requirements and the low yield of metaphase
chromosome available for analysis are the main reasons for the limited informations [1, 5].
Cytogenetic analyzes, when successful, are characterized by an impressive lack of
abnormal karyotypes [1-4] although loss of the Y chromosome and structural
abnormalities involving chromosomes 1, 2, 3, 7, 8, 10, 12 and X or double minute (dmin)
chromosomes have also been decribed [2, 6-21].

With the increased interest in the karyotypic pattern of cancer cells for clinical and
research purposes, there have been efforts to reduce such technical problems [21-23]. In

the present study we aim to establish optimum culture conditions of prostate carcinoma

cells comparing the effects of several nutrients on cell proliferation and the procedures for

tissue disaggregation and culturing with regard to cell attachment, the type of cells to

grow out and the quality of metaphase chromosomes available for analysis.
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MATERIALS AND METHODS

Tissue samples from 10 benign prostatic hyperplasias and 19 prostate
adenocarcinomas were obtained from radical prostatectomy, transurethral resection or
needle aspirative biopsies from patients without prior chemo or radiotherapy, referred for
treatment to local hospitals.

The specimens were brought directly to the laboratory in sterile transport medium
and disaggregated mechanically and/or enzimatically, cultured, harvested and staining as

described below [24-25].

Culture Media and Reagents

Transport medium. Hanks solution supplemented with 250 IU/mL penicillin
(SIGMA), 250 pg/mL streptomycin (SIGMA) and 30pug/mL gentamycin (SIGMA).

Washing media. Transport medium supplemented with 2.5 pg/mL. B amphotericin
(SQUIBB).

Enzyme for tissue disaggregation. Stock solution at concentration of 2,000 U/mL
Collagenase XI (SIGMA).

Growth medium J. HAM-F10 supplemented with 20% bovine serum
(CULTILAB), 292 ug/mL L-glutamine (PUREX), 0.04 U/mL insulin (BIOBRAS), 100
U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (SIGMA).

Growth medium II. Growth medium I supplemented with 10° M hydrocortisone
(Solu-Cortef - UP JOHN).

Growth medium III. Growth medium I supplemented with 10 ng/mL epidermal
growth factor (SIGMA).

Growth medium IV. HAM-F10 supplemented with 5% bovine serum, 292 pug/mL

L-glutamine, 1 ng/mL like-insulin growth factor (SIGMA), 10 ng/mL epidermal growth

factor, 10 M hydrocortisone, 0.006 pg/mL testosterone, 0,1 mg/mL glutation (SIGMA),

5 puL/mL medium vitamins (SIGMA-M6895), 100 TU/mL penicilin and 100 pg/mL
streptomycin (SIGMA).

Mitotic arrest reagent . 2 pg/mL colcemid (SIGMA).

Dissociation reagent. 0.05/0.02 g/mL Trypsin-EDTA solution (CULTILAB)
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Hypotonic solution. 0.75 M KClI or 1% sodium citrate (MERCK)
Fixative solution. Methanol/ acetic acid (3:1) (MERCK).

Staining solutions. 2% Giemsa/Sorensen buffer solution (MERCK)

Tissue Setup

The samples were submitted for three different procedures:

Setup A (mechanical and enzymatic disaggregation)
1. Rinse the tissue sample with washing medium.
2. Transfer the sample into a sterile Petri dish and mince the tissue with scissors

into 1-2 mm” pieces.

3. Add 0.5-1ml collagenase XI with or without 4mL growth medium and incubate

for 16-48 hours or 20-40 minutes at room temperature, respectively.

4. Transfer the disaggregated tissue into a centrifuge tube, add 10 mL incomplete
medium and spin down at 800-1000 rpm for 10 minutes.

5. Discard the supernatant and repeat the step 4.

6. Discard the supernatant and add 8 mL growth medium (I, 1I, III or IV),
resuspend the pellet. Transfer 3mL of the suspension to three culture flasks and incubate at

37°C for approximately 48 hours.

Setup B (mechanical or enzymatic disaggregation and serial sedimentation)

1. Rinse the sample within washing medium.

2. Transfer the specimen into a sterile Petri dish, and mince the tissue with scissors
into 1-2 mm’ pieces.

3. Transfer the pieces into a 15 mL centrifuge tube. Add 10 mL washing medium.

4. Let them sediment for 10-15 minutes, and transfer the supernatant to one tube
(T1) and the sediment to another (T2).

5. Spin down the supernatant at 800-1000 rpm for 10 minutes. Resuspend the

resulting pellet in 3 mL growth medium I or II and transfer the suspension to a culture

flask (F1). Incubate at 37°C.
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6. Add 3-5 mL growth medium I or II to the tube T2 obtained in step 4 and add
0.5 mL collagenase and incubate at 37°C for approximately 16 hours.

7. To disaggregate remaining tissue fragments from tube T2, draw the suspension
up and down through a pipette several times but do not froth.

8. Transfer the suspension into a centrifuge tube, add 10 mL washing medium,
pipette, and spin down at 800-1000 rpm for 10 minutes.

9. Discard the supernatant, resuspend the pellet in 10 mL washing medium, and let
the suspension sediment for 10-15 minutes.

10. Transfer the ensuing supernatant to another centrifuge tube (T3) and spin
down. Discard the supernatant and resuspend this pellet in growth medium (I or II) and
transfer the cell suspension onto a culture flask (F3).

11. Resuspend the remaining pellet obtained through sedimentation (in step 8) in
10 mL washing medium and let the suspension sediment for 10-15 minutes.

12. Repeat the procedure described in step 8 until there are no more cells left in the
supernatant.

13. Resuspend the final pellet (T4) in growth medium 1 or II and transfer the cell
suspensicn onto a culture flask (F4).

14. Incubate the different supernatant fractions.

Setup C (mechanical disaggregation)
1. Rinse the sample with washing medium.

2. Transfer the specimen into a sterile Petri dish, and mince the tissue with scissors

into 1-2 mm’ pieces.

3. Transfer small pieces of tissue and a minimal amount of complete culture
medium (I, II or III, ~ ImL per flask) into two or three culture flasks using a sterile
Pasteur pipet, distributing pieces evenly over bottom (widest surface) of flask.

4. Carefully stand flask on end (bottom surface vertical and cap pointed up), close
cap tightly, and incubate for 24 hours.

5. Add 4mL complete culture medium by letting it flow down side of flask opposite
the tissue, being careful not to dislodge attached pieces of tissue. Cap flask tightly and

incubate 2 days with flask lying flat (surface to which tissue is attached horizontal).
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6. Examine explant for contamination as evidenced by cloudy appearance, acidity

of culture medium, or obvious fungal growth. If none is seen, continue incubation.

Maintenance of Cultures

1. Daily inspection of the cultures by means of an inverted microscope is essential
to determine the optimal time for harvesting. Look for cell attachment, growth of epithelia
cell colonies, fibroblasts, or both, and mitotic activity.

2. When growth begins, replace medium twice per week. When several colonies
are well-expanded and in log phase of growth (i.e., rounded up mitotic cells and empty
space between colonies), harvest culture.

3. Change the medium on the day before harvesting.

Harvesting, Synchronization and Fixation

Harvesting A

1. Add colcemid to each flask at a final concentration of 2ug/mL and incubate for
2-16 hours.

. Remove the medium from the culture flasks and save it in a centrifuge tube.

3. Add 10 mL prewarmed hypotonic solution (1% sodium citrate), letting the liquid
slide slowly down side of flask. Also add the 1% sodium citrate solution to the centrifuge
tube and incubate them 30-40 minutes. Transfer the suspension from the flask to a
centrifuge tube.

4. Spin down both tubes at 800-1000 rpm for 10 minutes.

5. Discard the supernatant and add - drop by drop - 1 mL freshly prepared
fixative, letting it run slowly down side of tube. Gently resuspend pellet, taking care not to
splash cells all over the tube.

6. Add 9 mL fixative, letting run slowly down side of tube. Cap tube and incubate
20 minutes.

7. Spin down at 800-1000 rpm for 10 minutes. Remove the supernatant and add -
drop by drop - 1 mL fixative. Gently resuspend the pellet, and add an additional 9 mL

fixative.
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8. Repeat step 7 three times.
9. Cap tube and chill 24 hours at -20°C.
10. Repeat step 7 resuspending the pellet in a small volume fixative (usually ~0.5
mL) so the desired concentration for dropping suspension onto slides is obtained.
11. Drop onto clean slides that have been kept in destilled water at 4°C, and air -
dry.
12. Stain by GTG-banding.

Harvesting B

1. Add colcemid to each flask at a final concentration of 2 pg/mL and incubate for
2-5 hours.

2. Remove the medium from flask and save it in a centrifuge tube (C1).

3. Wash the flask in 2 mL preward trypsit/EDTA solution, which is then
transferred to the tube centrifuge tube C1.

4. Add 2 mL prewarmed trypsin/EDTA solution to the flask and incubate at 37°C
for 5 minutes.

5. Check for release of cells under an inverted microscope. These cells should be
rounded up and floating. If cells are not released, tap on bottom of plate. If cells still do
not release, incubate flask an additional 5 minutes.

6. Add 2 mL prewarmed 20% growth medium IV to help rinse cells from flask
surface. Pipet suspension up and down to break up cell clumps. Transfer the suspension to
the same centrifuge tube C1. Add 5 mL prewarmed growth medium 1V to the flask to
continue culture.

7. Spin down 10 minutes at 800-1000 rpm. Discard the supernatant.

8. Add -drop by drop- 1 mL prewarmed hypotonic solution (0,75M KClI) letting it
slide slowly down side of tube. Tap gently to mix. Add an additional 6 mL prewarmed
hypotonic solution, also letting the solution slide down side of tube before coming in

contact with cell mixture. Cap tube and incubate at 37°C for 20-30 minutes.

9. Add - drop by drop - 1 mL freshly prepared fixative and mix gently by inverting

the tube.

10. Let it stand for 10 minutes.
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1. Add 6 mL fixative, letting it run slowly down side of tube. Cap tube and chill 1
hour at -20°C.

12. Centrifuge at 800-1000 rpm for 10 minutes. Remove the supernatant and add 10
mL of 3:1 fixative. Add the first milliliter drop by drop and gently resuspend before adding
the remaining 9 mL.

13. Repeat step 12 two times.

14. Cap tube and chill 24 hours at -20°C.

15. Repeat step 12 resuspending the pellet in a small volume fixative (usually ~0.5
mL) so the desired concentration for dropping suspension onto slides is obtained.

16. Prepare slides and stain by GTG-banding.

Synchronization methods
I. Before 24 hours of harvest, change the growth medium and add 50uL
metotrexate solution (final concentration, 10~ M). Incubate for 17 hours.

2. Discard the medium and add 5 mL fresh medium with 50uL of timidine (final

concentration, 10° M). Incubate for 4 hours.

3. Add colcemid at a final concentration of 2ug/mL and incubate for 3 hours.

4. Repeat the harvest A or B.
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RESULTS AND DISCUSSION

Samples from 10 prostatic hyperplasias and 19 adenocarcinomas were cultured

using different procedures for tissue disaggregation and culture conditions. /n vitro growth

was observed in 19 (37 replicas) of 29 (61 replicas) specimens investigated (5 benign

prostatic hyperplasia and 14 primary prostate adenocarcinoma). Because the specimen size
was small in most cases, all methodologic combinations were not tested on all samples.

Tissue disaggregation was an important step for the attachment and growth of
prostate cells. Optimal disaggregation was observed when the sample was both minced and
treated with enzymatic solutions. Cultures established after mechanical mincing only
resulted in a very low growth rate and in delaying the harvesting for 5-31 days compared
with 3-7 days for those that had also been disaggregated enzymatically. Using different
collagenase concentrations and exposure times, the best results were obtained with lower
concentrations (final concentration of 250 U/mL) for longer times (16-48 hs). These data
are in agreement with the idea that different tumors require different enzyme conditions for
dissociation of epithelial cells from the stromal elements [23].

Several culture media were tested: Ham F-10 supplemented with fetal bovine
serum (SFB), glutamine (GLUE), epidermal growth factor (EGF), like-insulin growth
tactor (IGF), insulin (INS), glutation (GLUN), hydrocortisone (HYDRO), testosterone
(TT), vitamins (VIT) and/or antibiotics (P/S). Growth medium modification was tested
because of the hormonal dependence of prostate cell [26].

The use of medium 1V (5% FBS and IGF, EGF, HYDRO, TT, GLUN, VIT, P/S)
showed the best and faster cell outgrowth. Higher concentrations of FBS increased
fibroblast growth since cells with fibroblast morphology were observed in a few cells from
8 of 12 (66,6%) specimens cultured in medium I - IIT and in a few cells from 2 of 10
(20%) specimens subcultured in medium 1V.

Repeated sedimentation of incompletely disaggregated tissue to create several cell
fractions, as described by Limon et al. [24], resulted in low success. Epithelial outgrowth
was observed in one culture F2, whereas in F1, F3 or F4 the cells failed to attach. Such
findings indicate that the procedure itself may be responsible for the results.

In brief, our attempts to develop a method suitable for short-term culture of cancer
prostate cells have led us to the following conclusions: The technique, using mechanical

and mild, long-term collagenase treatment for sample disaggregation and medium enriched
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with low FBS concentrations, hormones, glutation and vitamins, yielded the largest
increase of epithelial cells proliferation without contamination of fibroblasts (setup A,
harvesting B, medium IV). In such conditions, the culture success was observed for 100%
(10/10 samples; 23 replicas) of the cases (Table 1, Figure 1) and all harvesting were
performed 3-7 days after culture setups. Using other methodologies, harvesting were

performed 5 or 6 days (2 cases; 2 replicas) and 10-31 days (9 cases; 12 replicas) after

culture setups. The methodological improvements applied for prostate cells may also be

proved useful for short-term culturing and cytogenetic analysis of other hormone-

dependent epithelial tumors.
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Table 1. Frequency of prostate cell cultures showing attachment and cell growth 2-31 days

after setup (M = mechanical, E = Enzymatic disaggregations).

Attachment Cell Growth Days  Cultured

Parameters + ++ o+ e 206 Tto9 101013 141017 181020 211025 261030 31 N° of

Replicas

Disaggregation
M
M+E

Seral

Harvesting
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LEGEND

Figure 1. G-banded plate illustrating the quality of chromosome preparation

obtainable with the described method.
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RESUMO

O cancer de prostata ¢ uma das neoplasias mais frequentes em homens e, apesar
dos esforgos realizados nos ultimos anos, poucos marcadores tém contribuido para a
avaliacdio do seu progndstico. Até o momento, também ndo foi identificada uma

alteracdo genética especifica que determine predisposi¢do a doenga. No presente

trabalho, utilizamos a técnica de hibridagd@o in situ fluorescente (FISH) para investigar a

frequéncia de aneuploidia em células ndo cultivadas de nove lesdes de prostata. Os
achados foram comparados com o estadio clinicopatologico do paciente por ocasido da
obtengio da amostra. A trissomia 7 e a poliploidia foram associadas com

comportamento clinicamente agressivo e com grau elevado do tumor.

SUMMARY

Prostate carcinoma is one of the most common cancer in men. Despite significant
efforts over the last several years, very few disease markers have added significantly to the
prognostic information provided by stage and grade. To date, no single specific genetic
defect has been identified that predisposes to the disease. In this study, we used fluorescent
in situ hybridization (FISH) to investigate the frequency of aneuploidy in noncultured cells
from 9 prostatic lesions. The findings were compared with the clinicopathological status of
the patients at the time of obtaining the specimen. The trisomy 7 and the polyploidy were

associated with clinically aggressive behavior of the disease and higher tumor grade.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

O céncer prostatico constitui hoje a neoplasia com mais alta prevaléncia no sexo
masculino e ¢ uma das causas mais frequentes de morte. As metodologias disponiveis para
sua detec¢io precoce sdo limitadas tanto em relagio a sua sensibilidade quanto a
especificidade. Além disso, existem ainda grandes dificuldades na identificagdo de tumores
com potencial agressivo daqueles que permanecerdo na forma latente e ndo acarretardo
manifestagdes no seu portador (1). Nos ultimos anos, varias tentativas tém sido realizadas
para detecgio de marcadores genéticos que pudessem auxiliar na defini¢do do
comportamento da lesdo e os resultados ja obtidos sugerem que a presenca de clones
celulares aneuploides esta associada com a progressdo tumoral (2). O presente trabalho
teve como objetivo investigar, através da técnica de FISH, a presenga de alteragdes
cromossdmicas numéricas em nove amostras ndo cultivadas de adenocarcinomas
prostaticos e avaliar se os achados podem ser utilizados como marcadores da evolugdo

clinica da doenga.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas nove amostras de adenocarcinomas prostaticos moderadamente

ou bem diferenciados, obtidas de individuos de cor branca e com idades variando entre 58

e 79 anos (X=63,6). Os fragmentos, apos hipotonizagio e fixagdo, foram desagregados

com acido acético e a suspensdo celular foi gotejada em laminas. O material sofreu pré-
tratamento com acido acético, RNase e pepsina, desnatura¢io com solu¢do de formamida
e hibridagdo com sondas de DNA o-centromérico para seis cromossomos. A

imunodetecgdo foi realizada com anticorpos conjugados a fluorocromos especificos (3-4).
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RESULTADOS

As nove amostras de adenocarcinomas prostaticos foram analisadas para as

sequéncias a-centromeéricas dos cromossomos 1, 7, 8, 10, 11 e Y. Para cada sonda, os

sinais foram observados por dois pesquisadores em aproximadamente 300 nucleos. Os

limites para aneuploidia foram definidos pela adi¢do de 4 desvios-padrdes as frequéncias

médias de sinais obtidos em seis amostras controles de pele normal.

Na Tabela 1 estdo apresentados os dados sobre os achados citogenéticos,

estadiamento clinico e anatomopatologico das nove amostras estudadas.

Todos os casos apresentaram trissomia e/ou tetrassomia do cromossomo 1
(Figuras 1A e B), cinco eram trissdmicos e/ou tetrassomicos para o cromossomo 7 (M5,
M7, M85, M130 e M131) (Figuras 1 C e D), dois para o cromossomo 8 (M85 e M133),
cinco para o cromossomo 10 (M3, M85, M131, M133 e M134) e um para o 11 (1 85).
Apenas uma monossomia, a do cromossomo 8, foi observada (caso M26) (Figura 1E),
enquanto que a nulissomia Y foi detectada em trés casos (M3, M85 e M131) (Figura 1F).
A amostra M85 foi considerada poliploide, pois apresentou trissomia para pelo menos trés

sequéncias analisadas e tetrassomia para pelo menos uma sonda investigada.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, foram estudadas células interfasicas ndao cultivadas de
carcinomas prostaticos através da técnica de FISH. Todas as amostras apresentaram
alteragdes numéricas € as trissomias 1 e 7 ¢ a nulissomia Y foram as mais frequentemente

observadas.

As aberragdes estruturais, mas ndo as numéricas, do cromossomo 1 constituem um
evento frequente em tumores solidos de maneira geral incluindo os de prostata (5-19).

Shen et al. (1995) (20) identificaram, através de técnicas moleculares, um possivel

oncogene localizado nesse cromossomo, o P7/-1 (prostate tumor inducing gene 1), cujo

produto, homologo ao fator de elongagdo a1l e associado com a sintese protéica, foi
observado em tumores malignos mas nao em hiperplasias benignas ou em tecidos normais
da glandula. Um outro possivel oncogene, localizado na brago longo do cromossomo 1, é
o HPCI (hereditary prostate cancer gene 1), que parece estar envolvido nas formas
familiais (21-24). Entretanto, os resultados de McIndoe ef al. (1997) (25) e Eeles et
al.(1998) (26) sugerem que o locus HPC/ € responsavel por uma minoria dos casos de
cancer de prostata familiais, uma vez que ndo se mostrou alterado nas familias por eles
estudadas. Até o momento, a fun¢do desses genes na carcinogénese e suas relagdes com as
aberragdes observadas nao foram esclarecidas (27).

A trissomia 7 e a nulissomia Y constituem as mais frequentes aneuploidias
detectadas em tumores de prostata (15, 28-30). O cromossomo 7 contém o gene [XRBB
(gene do receptor do fator de crescimento epidérmico), cuja expressio aumentada ja foi
associada com estagios avangados, recorréncia € tempo menor de sobrevida nesse grupo
de neoplasias (31). Também contém o oncogene MLT, mapeado em 7q31, cuja expressao
foi observada em células tumorais e metastaticas da glandula (29, 31). O significado
biologico da trissomia 7 em cancer de prostata ainda ndo foi esclarecido mas varios
pesquisadores tém verificado que o ganho desse cromossomo esta associado a estagios
tardios da doenga (30, 32-37). O papel da nulissomia Y, por outro lado, é questionavel por
ser observada tanto em tumores malignos como em hiperplasias benignas, tecidos solidos
normais € mesmo em medula 6ssea de homens 1dosos (18, 38-39).

Em relagdo a poliploidia, a presenga de conteudos diploides € frequente em lesdes

benignas (40) enquanto contetdos aneuploides tém sido considerados uma evidéncia de
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agressividade da lesdo (2). Apesar disso, deve ser referido que tumores diploides também
podem ter um comportamento agressivo (34) e que os tetraploides parecem ser menos
malignos que os aneuploides (41-42). Os resultados de Tribukait (1991) (2), por exemplo,
reforcam o conceito de um desenvolvimento continuo do carcinoma de prostata, do

estagio inicial para um estagio mais avangado, associado a duplicagdo do genoma seguida

de sucessivas perdas cromossomicas no tumor tetraploide.

No presente estudo, a trissomia 7 e a poliploidia foram detectadas em tumores
menos diferenciados (Tabela 1). O niimero de amostras analisadas foi pequeno mas os
dados obtidos confirmam os da literatura e sugerem correlagio dessas alteragdes com

estagios mais avangados da doenga.
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Tabela

1.Comparagdo entre os achados citogenéticos obtidos através da técnica de

FISH, estadiamento clinico e anatomopatologico das nove amostras de

adenocarcinomas prostatico estudadas (B=bem diferenciado;

M=moderadamente diferenciado, NR=nio referido)

Caso

Estadiamento Grau de

Clinico  Anatomopatologico  Gleason Achados Citogenéticos

M3
M5
M7
M26
M35
M130
MI131
MI133
M134

Localizado B : +1, +10, -Y

NR 3 +1, +7

Metastatico / : +1, +7

Localizado . +1, -8

Invasivo - +1/+1x2, +7x2, +8,+10,+11, -Y
Localizado ) : +1, +7

Localizado . _ +1, +7, +10, -Y
Localizado : +1, +8/+8x2, +10

Localizado ; +1, +10
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LEGENDA

Figura 1.

Fotomicrografias mostrando (A, B) duas, trés ou quatro copias do

cromossomo 1; (C, D) duas, trés ou quatro copias do 7; (E) uma

ou duas copias do 8 e (F) uma ou nenhuma copia do cromossomo
Y.
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SUMMARY

Prostate cancer is characterized by an unpredictable clinical behavior. Some tumors
remain indolent for many years, whereas others progress rapidly to incurable metastatic
disease. To date, no nonrandom cytogenetic abnormality has been identified in such
disease, although evidence is increasing that aneuploidy is associated with advanced cancer
stage and loss of tumor differentiation. In this study, we used fluorescence in situ

hybridization (FISH) to investigate the frequency of aneuploidy in noncultured cells from

17 prostatic adenocarcinomas. Aneusomy 7 and X and polyploidy were seen among the

more advanced stages tumors but not in the nonaggressive lesions.
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INTRODUCTION

Prostate carcinoma is one of the most common cancer in men in many countries.

The etiology of this tumor is still unclear. Many risk factors have been proposed, including

diet, hormonal milieu and environmental carcinogens. Several studies have also reported
higher risks among family members of the probands (Whittemore ef al.,, 1995, Haas and
Sakr, 1997).

Genetic changes underlying the development and progression of the prostate
cancer are poorly known. No chromosomal anomaly can be regarded as consistent but
evidence is increasing that aneuploidy is associated with advanced tumor stage and loss of
tumor differentiation (Tribukai., 1991, Bandyk ef al., 1994). However, because metaphase
cells are required for analysis, cytogenetic studies are hampered by the difficulties of
specifically stimulating tumor cells to divide (Visakorpi ef al., 1995). Here, we used
FISH techniques to investigate the frequency of aneuploidy in noncultured cells from

prostatic adenocarcinoma.
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MATERIALS AND METHODS

Tumor specimens obtained after needle biopsies from 17 patients with prostate
adenocarcinoma were processed according to standard procedures (Brown ef al., 1994).
In brief, the samples in saline solution were mechanically disaggregated and treated with
hypotonic sodium citrate solution (1%) for 20 min and methanol/acetic acid (3:1)
overnight. The remaining cell clumps were disaggregated with 60% acetic acid and the

suspension was dropped onto cold slides which were stored at -70°C until used. Slides

were treated with acetic acid, RNAse and pepsin by the procedure reported previously

(Carvalho-Salles et al., 1998).

Denaturation of chromosomes and preparation of the hybridization mixture were
done according to the instructions of the suppliers of the probes.

Hybridization was allowed overnight in a moist chamber at 37°C. The slides were
washed in 50% formamide and 2xSSC pH 7 for 5 min each at 37°C. Detection of the
hybridization signals and counterstaining of nuclei were performed as described elsewhere

(Dracopoli et al., 1996).
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RESULTS AND CONCLUSION

In total, 17 prostate tumor specimens were analyzed for chromosomes 1, 7.8, 10,
11, X and Y. For each probe, signals from about 300 nuclei were evaluated by two
independent observers. For each analysis, the guidelines described by Eastmond ef dl.
(1995) were followed: Only nonoverlapping nuclei were counted, damaged nuclei were
not included, signals had to be completely separated to be scored individually, and bilobed

signals that were not completely separated were counted as one. Only slides that displayed

hybridization efficiency of 80% or more were scored. The evaluation of centromere copy

numbers in 6 normal fresh skin sample was used to define the criteria of aneusomy. The
average percentage of control nuclei with 2 signals of chromosomes 1, 7, 8, 10 and 11 was
86.6% (Table 1) and the average percentage of control nuclei with 1 signal of
chromosomes X and Y was 88,5 % (Table 2). The cutoff criteria was defined adding 4
standard deviations to the averages of the normal skin data. Thus, a deletion or a nulisomy
was diagnosed when more than 32,4 % or 21,9% of the enumerated nuclei showed only 1
or no signal for autosomal or gonosomal chromosome, respectively. Aneusomy with
chromosomal gain was assumed when more than 5,1% or 4% of the enumerated nuclei
exhibited 3 or 4 signals per nuclei for a autosomal DNA probe gain, respectively, and
when more than 4% of the nuclei exhibited 2 or 3 signals per nucleus for a gonosomal
DNA probe. Table 3 summarizes the loss and gain for each chromosome. The most
frequent aberrations found were the loss of chromosome Y and gain of chromosome 1.
Polyploidy (Figure 2A and B) and gain 7 (Figure 2C) and X were associated with
clinically aggressive behavior of the disease or higher tumor grade and the monosomy
8 (Figure 1D) were observed in clinically nonaggressive disease (Table 4).

Gain of chromosome 7 is one of the most frequent chromosomal abnormalities in
prostate cancer (Alcaraz et al., 1994, Baretton et al., 1994, Brown et al., 1994, Visakorpi
et al., 1994, Takahashi e al., 1994, Zitzelsberger et al., 1994, Wang et al., 1996). Its
increased expression has also been associated with advanced stage recurrence, and poor
prognosis and survival of several types of cancer (for review, see Wang ef al., 1996).
Different genes are located in this chromosome and related to cell proliferation such as the

epidermal growth factor receptor (EGFR) (Spurr et al., 1984), MET and RAI (Tsui et al.,
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1995). Additionally, a putative prostate tumor supressor gene has been shown to reside on

chromosome 7q3 1(Zenklusen et al., 1994).

The significance of diploidy or of triploidy X needs investigation because an
important gene, the androgen receptor (4R), is located on this chromosome (Chang ef al.,
1988). Since prostatic epithelium is androgen dependent and amplification of the AR gene
was recently described in recurrent prostate carcinomas from patients who had failed
androgen deprivation therapy, it is possible that such gene may related to prostate
tumorigenesis. (Visakorpi et al., 1995, Koivisto ef al., 1997). These results suggest that X
aneusomy may contribute to genomic imbalance and would play a role in the progression
of prostate neoplasia.

Our results, as well as those from others studies (Bandyk ef al., 1994), suggest that
FISH analysis is useful in identifying a clone of chromosomally aberrant cells within a
primary tumor and that extra copies of chromosome 7 and X may be involved in prostate

cancer, but confirmation is needed in a larger number of patients.

Financial Support: FAPESP
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Table 1. Distribution of chromosomes 1,7, 8, 10 and 11 copy number in 4 samples of normal skin

CASE 9% cells with chr. 1 % cells with chr. 7 % cells with chr. 8 % cells withchr. 10 % cells with chr. 11
Number of copies Number of copies Number of copies Number of copies Number of copies
1 2 3w 1 2 W 1 2 3 N 1 2 3 N 1 2 3 N
cells cells cells cells cells
10.5 876 1,9 324 82 89.1 2.7 303 147 853 0.0 307 223 76,1 16 305 82 915 0.3 306

9.4 88.6 20 299 889 0. 94 893 13 298 825 1.6 308 17.9 814 0.7 307
88.7 33 300 869 27 5 136 804 1.0 291 833 0.7 300 9.7 903 0.0 299

759 13 299 4933 02 94 903 03 309 89.0 0.0 300 63 931 0.6 320

Table 2. Distribution of chromosomes X and Y copy number in 2 samples of normal skin.

CASE % cells with chromosome X % cells with chromosome Y
Number of copies Number of copies

1 -

1 2 N° cells 0
92.0 0.0 300 3.7 86,3 0,0

? ?

1 2

36,7 0,0 300 10,9 89,1 0,0

>
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Table 3. Distribution of chromosomes 1, 7, 8, 10 11, X and Y copy number in 17 samples of

prostate adenocarcinoma (NA = no available).

% cells with chr. 1 % cells with chr. 7 % cells with chr. 8
Number of copies Number of copies Number of copies
2 3 4 N® 2 3 4 N 2 3 4

cells

M3 64.5 159 0.0 327 87.1 = 0.0 6 744 10 00
M5 729 87 0.0 3 821 0.0 : 20 870 1O 00

M7 8L7 59 0.0 783 3 1.9 : 0.0
M26 56,6 193 3. 2 80.9 5, 0.0 ; ¢ 0.0
M85 2 633 235 5 4 563 : 3 29
M98 664 124 2. 82.0 5 ) p 0.0
M99 771 97 2 2 806 : - . 0.0
M102 763 13,9 3. ! 91.0 4 ; : 1.6
M126 T 8.0 106 ; 83.3 3, ; : 1.2
M130 59 695 20,6 : 4 852 g 839 3. 2.0
M131 8. 196 2, ; 76.6 ! 4 3 0.0
M133 : 273 303 84,1

M134 : 140 1 308 4 867

MI137 18,4 3. 313 81.7 4, 66,8

MI138 1 73 87.1 44.2

MI140 . 74 ; 88,0 70,0

MI243 ] 93,0 ] 5 76.3

Continuation...

CASE % cells with chr. 10 % cells with chr. 11 % cells with chr. X % cells with chr. ¥
Number of copies Number of copies Number of copies Number of copics
2 3 4 ¥ 1 2. 3 .4 0 1 2 3 8 0 1. 2 M

cells cells cells cells

799 78 0.0 308 10,3 881 16 00 302 196 791 13 0.0 301 683 31.0 0.7 300

806 1.8 00 284 5.1 843 06 0.0 311 12,2 858 2.0 00 303 12.8 872 304
79,5 45 00 312 887 1.0 0.0 301 103 140 00 300 21,2 7838 297

M26 80,7 03 300 81.3 300 9.4 03 00 299 147 853

M85 5. 796 232 80.7 326 9.7 11,7 0.0 299 26,8 70,1

M98 4 767 L 309 45 843 L 0 324 193 13 00 311 27,8

M99 69.0 ] i 310 793 1, 323 233 0 00 259

M102 8 839 8 5 : 3.1 893 318 12,9 4 0.0 10,4

MI126 74.9 £ 9 816 ; 8.2 0.0 13.8

M130 75.4 % 224 2, ; 26,7 0.0 17.6

MI131 8.2 F B 86.1 13.7 . 52 0.0 259

M133 127 78, v 857 1. | 5 149 0.0

M134 7.6 83, R 858 3. : 9,9

M137 79 5 NA  NA I 5 g 00

MI138 164 e 5 NA NA NA N 3 00

M140 257 ] NA NA N: Jd000

M1243 22.2 30, 73.2 2 4 700
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Table 4. Clinical and pathologic stage, Gleason’s grade and cytogenetics data of 17

prostate tumor specimens *(B/B2 = tumor localized to the prostate; C/Cl=
extraprostatic extension; D2 = pelvic lymph node metastases; Invas.= invasive;

Prost. = no extraprostatic extension, Metast. = with metastases).

Stage* Gleason’s
Clinical / Pathologic Grade Cytogenetics Data
Prost. B2 3.1 +1, +10, -Y

3 +1, 7

Metast. y +1, +7, +X

Prost. 3 +1, -8

Invas. : +1/+1x2, +7x2, +8, +10, +11, +X, -Y

Invas. " +1, +7,-Y

Prost. +1,-X,-Y

Invas. : +1, +7x2, +8, +10x2, +11, +X

Prost. +1,+7, 10 11 X
M130 Prost. ; : Bl BT X
M131 Prost. . +1, +7, +10, +X, -Y
M133 Prost. : +1, +8/+8x2, +10, +X
M134 Prost. , +1,+10, +XH2 x X
M137 Prost. : +1, +10, -X, -Y
M138 Prost. ; +1, -8, -X, -Y
M140 Invas. : : +1, +7, +8, -Y
M1243 Prost. : +1,-Y
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LEGEND

Figure 1. Photomicrographs showing FISH with centromeric probes. (A and B)

Nuclei with five copies of chromosome 1 and 10. (C) Nucleus with
three copies of chromosome 7. (D) Nuclei with one copy of

chromosome 8.
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ABSTRACT

The cytogenetic findings obtained from nuclei of prostatic carcinomas before and

after culture using FISH technique revealed significant differences. Cells with trisomies 1,

7 and 10 decreased in number during subcultivation and monosomy 8 and Y apparently

had a proliferative advantage in culture.
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INTRODUCTION

Prostate cancer is one of the most common malignancies in adult men in many
countries and exhibits high mortality rates [1]. The etiology of this tumor is still unclear
but a number of risk factors have been proposed, including animal fat consumption and
some environmental carcinogens. Several studies have also reported higher risks among
family members of the probands [2-3].

Despite its major health impact, the cytogenetic changes underlying the

development and progression of this disease are relatively poorly known, specially because

of the difficulties of obtaining good metaphase preparations for analyzes [4]. No

chromosomal anomaly can be regarded as consistent, and many specimens have shown a
normal diploid karyotype [5-8].

Obstacles of traditional karyotypic studies on this neoplasia include the difficulties
of stimulating tumor cells to divide and the lack of morphological correlation between the
analyzed metaphases and the original cells [9-10]. Such technical difficulties have been
overcome with the introduction of fluorescence in situ hybridization (FISH) technique,
which allows analyzes of both numerical and structural chromosome aberrations in
interphase nuclei. The investigation of these genetic abnormalities in nondividing cells that
are fresh or preserved has been possible while maintaining the integrity of the surrounding
tissue, which is crucial for cytological and histological studies [10].

Coupling chromosomal and molecular analysis, FISH has been applied in cultured
cells and isolated nuclei from a variety of specimens and has provided insight into the
mechanisms of initiation and progression of various human tumors, including prostate
cancer [10-11]. However, the results from interphase cells have not been frequently
compared with those from metaphase cells. In the present study, we analyzed nuclei from
9 cases of prostatic carcinoma before culture and after 7, 14 or 21 days in vitro, using

FISH technique.
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MATERIAL AND METHODS

Tumor specimens obtained after needle biopsies from 9 primary prostate

adenocarcinomas were processed for FISH analysis before and after culture, according to
standard procedures [9, 12-13]. All specimens were obtained from radical prostatectomy
and needle aspirative biopsies from patients without prior chemo or radiotherapy.

Cultured Samples. Prior to culture, samples were mechanically and enzymatically
dissociated, and the fragments were transferred to culture flasks containing HAM F-10
medium supplemented with 5% fetal calf serum, L-glutamine, like-insulin growth factor,
epidermal growth factor, hydrocortisone, testosterone, glutation, vitamins and antibiotics.
After 7 days, the cells were dispersed by trypsin treatment, and the cell suspension was
removed to a centrifuge tube and harvested. Fresh medium was added to the culture flask
and the remaining attached cells were reincubated and harvested 7 and/or 14 days later, as
above. The cell suspension was dropped onto cold slides which were stored at -70°C until
used.

Noncultured Cells. Nuclei were obtained from samples mechanically disaggregated
and treated with hypotonic sodium citrate solution (1%) for 20 min and methanol/acetic
acid (3:1) overnight. The remaining cell clumps were disaggregated with 60% acetic acid,
and the suspension was dropped onto cold slides which were stored at -70°C until used.

Slides were treated with acetic acid, RNAse and pepsin by the procedure
previously reported [14]. Denaturation of the chromosomes and preparation of the
hybridization mixture were done according to the instructions of the suppliers of the
probes. In brief, hybridization was allowed overnight in a moist chamber at 37°C. The
slides were washed in 50% formamide and 2xSSC pH 7 for 5 min each at 37°C. Detection
of the hybridization signals and counterstaining of nuclei were performed as described

elsewhere [13-14].
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RESULTS

In total, 9 prostate tumor specimens, before and after culture, were analyzed by
FISH using biotin or digoxigenin-labeled probes for the centromere of chromosomes 1, 7,

8, 10 and Y. For each probe, signals from about 300 nuclei were evaluated by two

independent observers. The cutoff criteria were defined adding 4 standard deviations to

the averages of the normal skin data.
Noncultured nuclei showed higher frequencies of aneuploidy than those of cultured
cells. Only trisomy 1, nulisomy Y and monosomy 8 (Figures 1A, B and C) were seen after

21 days in culture (Table 1).
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DISCUSSION

Prostate cancer 1s characterized by an unpredictable clinical behavior. Some tumors
remain indolent for many years, whereas others progress rapidly to incurable metastatic
disease [15]. At the present, no marker can accurately detect very early localized

malignancies or lesions with a potentially aggressive behavior. Traditional cytogenetic

studies have provided evidence that chromosomal alterations are significant diagnostic and

prognostic markers in many leukemias and some solid tumors. However, no nonrandom
cytogenetic abnormality has been identified in prostate cancer, but some studies have
suggested that structural as well as numerical aberrations of chromosomes 1, 7, 8, 10 and
Y might be of importance in the origin and progression of tumors [5-8, 16-18]. At the
molecular level, progress is coming slowly [1, 19-23].

FISH represents a relatively new technique which can improve our knowledge on
gene sequences involved in cancer without the need for obtaining good quality
chromosome preparations. It also permits the reevaluation of previous cytogenetic findings
obtained after culturing cells. In the present study, we analyzed prostatic carcinomas
before and after culture. Cells with trisomies 1, 7 and 10 apparently have a proliferative
disadvantage in culture, as previously referred by other authors [6, 24-27]. However, cells
with monosomy 8 or nulisomy Y may be exceptions, since they were seen even after 21
days in vitro.

Our findings suggest that FISH analysis may help in the characterization of some
prognostic markers associated with prostate cancer, overcoming the artifacts created by
culturing cells, and probably will provide greater understanding of tumor pathogenesis

when associated with molecular data.
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Table 3. Cytogenetic findings in 9 samples of prostatic adenocarcinomas before or after

7, 14 or 21 days in vitro (na = no available).

Days of culture
Noncultured 7 14

+1, +7x2,+8, +10x2 +7, +10 +1

+1, +7, +10 na +1, -Y
+1, +7 +1 na

+1, +7,+10, -Y +1,-Y +7, -Y

+1, +8/+8x2, +10 +1,-8,-Y +1,-Y
+1, +10 +1, +10, -8, -Y +10

+1, +10, -Y na +7,-8,-Y

+1,-8,-Y na +1

+1, +7, +8, -Y . +7, +10, -8, -Y
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LEGEND

Figure 1. Photomicrographs showing FISH with centromeric probes. (A)

Nuclet with two or three copies of chromosome 1. (B) Nuclei with
one copy of chromosome 8. (C) Nuclei with one copy or without

copy of chromosome Y.
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ABSTRACT

Glutathione S-transferase (GST) enzymes may prevent carcinogenesis through

inactivation of reactive electrophiles by conjugation to reduced glutathione. It has been

reported that individuals who have inherited unfavorable versions of such polymorphic

enzymes are prone to the development of a variety of cancers. The main purpose of the
present study was to search the relationship between GSTT1 and GSTMI polymorphisms
and prostate diseases. In this work, we have studied 48 patients with prostatitis, benign
prostate hyperplasia or prostate adenocarcinoma and 35 normal controls. Using PCR
techniques we were able to detect that inheritance of unfavorable GSTT1 and/or GSTM1

null genotypes is not related with the development of prostate diseases.
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INTRODUCTION

Certain human cancers are initiated by environmental chemicals acting as
carcinogens or increasing the somatic mutation rate (Harden, 1995). A group of
detoxification enzymes are responsible for metabolizing such genotoxic factors and have
proved to be polimorphic in the general population (Seidegard et al., 1988, Pemble et al.,

1994, Tan et al, 1995). Among the detoxification systems, the glutathione-S-transferase

(GST) represent a major group playing critical roles in providing protection against

electrophiles and products of oxidative stress. GST in humans have been studied by many
researchers groups and it is thought that at least 20 isoenzymes exist [Hayes and Pulford,
1995].

In according of that, it is reasonable to suppose that the absence of specific
isoenzymes will have a profound effect on the tolerance against xenobiotics. The existence
of genetic polymorphisms in the population allow this question to be addressed, at least for
a limited number of GST genes, by utilizing molecular epidemiology in order to postulate an
association between disease and the absence of particular isoenzymes [Hayes and Pulford,
1995].

Glutathione S-transferase M1 (GSTM1) is a member of Glutathione S-transferase
family and its activity is lacking in about 38-70% of different ethnic populations [Board et
al, 1990]. In Brazil, GSTMI null genotype has been found in 40-50% of Caucasians
individuals [Arruda ef al, in press). Glutathion S-transferase theta (GSTT1) is another
member of this transferase family and the gene has been reported to be deleted in 38% of a
European population [Pemble et al., 1994], 20% in North Americans [Nelson et al., 1995]
and in 16-24% of a Brazilian Caucasian population [Arruda et al., in press]. The ethnic
distribution of the GSTT1 polymorphism is considerably different from, and clearly not
linked to, that for the GSTM1 polymorphism [Hayes and Pulford, 1995].

Prostate cancer, which often appears relatively late in life, is one of the most
common cancers in man (Kirby ez al.,1996) . The etiology of this tumor is still unclear but a
number of risk factors have been proposed. Several studies have demonstrated an excess of
family clustering, suggesting a possible inherited genetic predisposition to the disease
[Smith et al., 1996, Cooney et al., 1997, Gronberg et al., 1997, MclIndoe et al., 1997,

Eeles e al. 1998]. Animal fat consumption and some environmental carcinogens like
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cadmium have also been associated with this disease [Whittemore et al., 1995, Haas and
Sakr, 1997].
In the present study, we applied the PCR multiplex methodology to analyse whether

GSTMI1 and GSTT1 null genotypes may confer increased risk associated with prostate

disease in a Brazilian Caucasian population. These two genes were chosen because the

mutated alleles are maintained at high frequency in the population (50% and 30%,

respectively). Such high prevalence frequencies allow us to conduct our study with a small

population size.
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MATERIALS AND METHODS

Study subjects
Tissue samples from 7 prostatitis, 11 benign prostatic hyperplasias and 30 prostate
adenocarcinomas were obtained from radical prostatectomy, transurethral resection or

needle aspirative biopsies from patients without prior chemo or radiotherapy, referred for

treatment for local hospitals. Normal healthy controls were recruited from regional blood

center.

Genotype analysis

All primers used for polymerase chain reaction (PCR) analysis were custom
synthesized in the Recombinant DNA Laboratory, Sealy Center for Molecular Science,
University of Texas Medical Branch, Galveston, TX. All other chemicals and reagents were
from commercial sources and of highest purity available. DNA was isolated from prostate
tumor samples followed by the extraction method reported [Banerjee et al., 1995].

The genetic polymorphism analysis for the GSTMI1 and the GSTT1 genes was
determined simultaneously in a single assay using a multiplex PCR approach followed by the
procedure previously reported [Abdel-Rahman, 1996, Conforti-Froes et al., 1997]. Briefly,
isolated DNA was amplified in a 50-pl reaction mixture containing 30 pmol of each of the
following GSTM1 primers: 5’~-GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C and 5°-GTT GGG
CTC AAA TAT ACG GTG G; and the following GSTT1 primers corresponding to the 3’-
coding region of the human cDNA, 5’-TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC and 5’-
TTC CCG GAT CAT GGC CAG CA. As an internal control, exon 7 of the CYP1A1l gene
was co-amplified using the primers 5’-GAA CTG CCA CTT CAG CTG TCT and 5’-CAG
CTG CAT TTG GAA GTG CTC in the presence of 200 umol dNTPs, 5 pul of 10xPCR
buffer (10 x : 500mM KCL, 100mM Tris-HCI, pH 9.0) and 1.5 mM MgCl, and 2 U Taq
DNA polymerase (Gibco-BRL). The PCR conditions consisted of an initial melting
temperature of 94°C (5 min) followed by 35 cycles of melting (94°C, 2 min), anneling
(59°C, 1 min) and extension (72°C, 1 min). A final extension step (72°C) of 10 min
terminates the process. The PCR products from coamplification of GSTMI1, GSTTI and
CYPI1AI1 genes were then analyzed by electrophoresis on an ethidium bromide stained 2%

3:1 Nusieve Agarose gel. The GSTMI and GSTT1 genotypes were detected by the
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presence or absence of specific bands at 480 bp (for GSTT1) and a band at 215 bp (for

GSTMI1). A 312-bp band (for CYP1A1 gene) served as an internal control to document

successful PCR amplification.

Statistical Analysis

Values were analyzed using Fisher’s Exact Test. The probability level 0.05 was used

as the criterion for significance.
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RESULTS

In elucidating the association between polymorphic genes and prostate
abnormalities, we determined the genotypes for GSTT1 and GSTMI1 in 48 prostate disease
patients and 35 controls.

A summary of the characteristics of our studied populations is shown in Tables 1
and 2.

The frequencies of the GSTT1 0/0 and GSTMI1 0/0 genotypes in prostate disease
group were 22,92% (11/48) and 43,75% (21/48), and in control group was 28,57% (10/35)
e 48,57% (17/35), respectively (Figure 1). In stratifying prostatitis, benign hyperplasia and

adenocarcinoma, our results indicate that there is no significant association between null

genotypes and the type of lesion (Fisher’s Exact Test). In prostatitis group, the proportion

of GSTT1 0/0 and GSTM1 0/0 genotype was 28,57% (2/7) and 42,86% (3/7) (Figure 2A),
in benign hyperplasia was 9,09% (1/11) and 63,64% (7/11) (Figure 2B), and in
adenocarcinoma group was 26,67% (8/30) and 36,67% (11/30) (Figure 2C), respectively
(Table 3). Also the relative risk prostate disease for smoker and etilist group is apparently
similar in different GSTT1 or GSTM1 genotypes.

Regarding the relative risk for abnormalities prostate group and combined
polymorphism GSTT1/M1 0/0, GSTT1/M1 0/+ and GSTT1/M1 +/+, there was no
associated risk. The frequencies of TIM1 0/0, TIMI +/0 and TIMI 0/+ genotypes were
6,25% (3/48), 37,5% (18/48) and 16,67% (8/48) in patients group and 11,43% (4/35),
37,14% (13/35) and 17,14% (6/35) in control group, respectively.
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DISCUSSION

The incidence of various cancers has been associated with GSTM1 null alleles. A

particularly strong association has been described for colon, lung and bladder carcinoma

(Zhong et al., 1993). Although less is known about the homozygosity for the null allele of

GSTTI1, a higher incidence was found among patients with myelodysplastic syndromes
(Chen et al., 1996) and a possible early onset of colon cancer has been described (Chenevix-
Trench et al., 1995). Despite the great number of information indicating that GSTs influence
cancer susceptibility, it is unclear why a genotype is associated with one cancer but not with
another. At present, there is no basis for predicting which cancers will be influenced by GST
polymorphism although other studies indicate that the GSTs are critical in the metabolism of
environmental carcinogens (Hayes and Pulford, 1995). To our knowledge, no data on the
relationship between GST T1 and M1 polymorphisms and prostate diseases have been
published. In the present study the findings are not suggestive of a protective effect of such
enzymes to the development of prostate cancer and contrast with the increased risks for
certain GST genotypes in other types of diseases. These results may be dependent of the
fact that prostate disease are not correlated with environmental factors metabolized by
GSTs. Conversely, given the vast number of detoxification enzymes and the complexity of
chemicals mixtures to which an individual may be exposed, assessment of susceptibility

based on the analysis of single genotypes may not be sufficient (El-Zein et al., 1997).
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Table 1. Genotype distribution of GSTT1 and

GSTMI1 polymorphic genes of 35 controls

specimens.

CONTROL

GENOTYPE (T1/M1)

13
14
15
16
42
43
44
45
61
73
84
93
94
96
97
98
99
100
102
104
106
109
110
114
115
116
117
120
121
124
128
129
134
148
174

0/+
0/+
0/0
0/0
0/0
+/+
+/+
+/+
+/+
+/+
+/+
+/0
+/0
+/+
+/0
+/+
+/0
0/0
+/+
0+
+/0
+/0
+/0
0/+
+/0
+/0
0/+
+/+
+/0
+/+
+/0
+/+
0/0
+/0
+/+

6

L unesp

AVA
AVAVAL

i 12 Z23 24 LS5 1% a¥ 18



Artigo 6 -102

Table 2. Genotype distribution of GSTT1 and GSTM1 polymorphic genes in 48 samples of
prostate lesions (AD = adenocarcinoma, HBP = benign hyperplasa, PR =
prostatitis).

Case Diagnostic Age Tabagism  Etilism Genotype (T1/M1)
AD 70 NO NO +/+
AD 70 NO YES +/o
AD 66 YES YES +/+
AD 68 YES YES o/+
AD 75 YES YES o/t
AD 75 YES YES o/+
AD 69 YES YES +/o
AD 51 NO NO o/+
AD 69 YES YES +/+
AD 70 NO NO o/o
AD 7 YES NO +/+
AD 69 YES NO +/+
AD 34 NO NO +/+
AD 68 YES YES o/+
AD 71 YES NO +/+
AD 66 YES NO
AD 65 NO NO
AD 71 YES YES
AD 67 YES YES
AD 60 YES YES
AD 63 YES YES
AD 69 NO YES
AD 71 NO YES
AD 66 YES YES
AD 65 NO NO
AD 70 NO YES
AD 67 NO NO
AD 65 YES YES
AD 68 YES YES
AD 72 YES YES

HBP 76 YES NO

HBP 67 YES YES

HBP 61 YES YES

HBP 62 NO NO

HBP 64 NO NO

HBP 90 YES YES

64 NO YES

HBP 72 NO NO

HBP 73 YES YES

63 YES YES

HBP 69 YES YES
PR 61 YES YES
PR 73 YES NO
PR 63 NO NO
PR 69 YES YES
PR 70 YES YES
PR 59 YES YES
PR 55 YES YES

OGO NN B W

AVA
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw.l 2! 43 494 485 I8 A7 18



Artigo 6 -103

Table 3. Genotype distribution of GSTT1 and GSTMI1 polymorphic genes in 30 prostate

adenocarcinoma (AD), 11 benign prostate hyperplasia (BHP), 7 prostatitis (PR)

and control group.

Study Subjects Mean Age GSTT1 0/0 (%) GSTM1 0/0 (%)

AD 68,7 8/30 (26,7%) 11/30 (36,7%)
BHP 69,1 1/11 (9,1%) 1/11 (63,6%)
PR 64,1 2/7 (28,6%) 3/7 (42,9%)

Control 10/35 (28,57%) 17/35 (48,57%)
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LEGENDS

Figure 1. Frequency of the GSTT1 0/0 and GSTM1 0/0 genotypes in patient group.

Figure 2. Frequency of GSTT1 0/0 and GSTM1 0/0 genotype in prostatitis, benign

prostate hyperplasias and prostate adenocarcinomas groups.
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Figure 1
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Figure 2
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A prostata € um orgdo sujeito a doengas benignas e malignas e, por isso, atrai
grande interesse para a definicdo das caracteristicas de suas células normais e
neoplasicas. A frequéncia de carcinoma prostatico é elevada em muitas populagbes e
avangos recentes nos testes diagnosticos, tais como testes sorolégicos para o antigeno
PSA complementados com ultrassonografia e o desenvolvimento de técnicas de bidpsia,
tém levado a detecgdo precoce dessa doenga em homens assintomaticos. Apesar disso,
existem ainda muitas dificuldades na identificagdo dos tumores que irdo progredir para
formas mais agressivas. Para que tais dificuldades sejam superadas, seria importante o
reconhecimento de um marcador biolégico que pudesse facilitar a distingdo entre as
lesdes com potencial maligno e aquelas biolégicamente indolentes e, além disso, entre
aquelas que permanecerao in situ ou que formardo metastases (Wang ef al., 1996).

De maneira geral, os dados da literatura mostram que anomalias cariotipicas
simples ndo podem ser definidas como marcadores desse grupo de neoplasias ou
relacionadas com suas caracteristicas histolégicas. Entretanto, alguns autores tém
chamado atengdo para o fato de que a poliploidia seguida de perdas cromossomicas
pode representar um evento comum associado com a malignidade ou com O
comportamento agressivo da lesdo (Tribukait, 1991). Realmente, aberragdes
cromossdmicas sdo muito mais comuns em tumores pobremente diferenciados, o que
pode sugerir que estejam mais envolvidas com caracteristicas biologicas desses
carcinomas do que com sua iniciagdo (Brothman et al., 1990; Lundgren et al.1992 a).

Também reforcam essa idéia os dados de Micale et al. (1993), obtidos apés a utilizagdo

de técnicas de citogenética convencional em células cultivadas e de hibridagéo in situ

fluorescente em material proveniente de tecido emblocado em parafina. A maioria das
lesdes em estagios iniciais mostrou cariétipos dipléides normais em ambas as analises. A
técnica de FISH, porém, revelou-se mais eficiente na deteccdo de aberragbes
cromossdmicas de modo geral e, além disso, demonstrou que os tumores classificados
como mais avangados eram caracterizados por um maior numero de Cromossomos
envolvidos em eventos aneuploides. Os dados fornecidos pela técnica de citometria
complementam as afirmacdes acima e, segundo a revisdo feita por Stearns e McGavey
(1992), indicam que o conteido normal de DNA preconiza uma menor probabilidade de
metastases.

No presente trabalho, foram estudados, pela técnica de FISH, nucleos interfasicos
de 17 amostras frescas ndo cultivadas de adenocarcinomas prostaticos, nove das quais
também foram analisadas apos periodos variaveis de cultivo. Além disso, foi realizado um
estudo piloto envolvendo seis amostras de adenocarcinomas derivadas de tecido

emblocado em parafina.
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O achado mais frequente, encontrado em 100% dos casos, foi a trissomia 1.
Aberragbes estruturais, mas ndo numéricas, desse cromossomo constituem um evento
comum em tumores sélidos de maneira geral (Atkin e Baker, 1985; Gibas et al., 1985;
Pittman et al., 1987; Lundgren et al., 1988, 1992 b; Brothman et al., 1990; Wullich et al.,
1992; Arps et al., 1993; Breitkreuz et al., 1993; Casalone et al., 1993; Milasin e Micic,
1994; Qi et al., 1996, Webb et al., 1996). Shen et al. (1995) identificaram, através de
técnicas moleculares, um possivel oncogene localizado no cromossomo 1, o PTI-1
(prostate tumor inducing gene 1), cujo produto, homélogo ao fator de elongagcdo a1 e

associado com a sintese protéica, foi observado em tumores malignos mas ndao em

hiperplasias benignas ou em tecidos normais da glandula. Um outro gene presente no

brago longo do cromossomo 1, o HPC1 (hereditary prostate cancer gene 1) foi
identificado recentemente e parece ser responsavel pelas formas familiais desse tumor
(Chang et al., 1997). Entretanto, os resultados de Mcindoe et al. (1997) and Eeles et al.
(1988) sugerem que esse locus esta envolvido somente nos casos de genealogias com
mais de quatro parentes de primeiro grau afetados.

A ftrissomia do cromossomo 7, acompanhada ou ndo de tetrassomia, esteve
presente em nove adenocarcinomas nao cultivados estudados. Ganhos desse
cromossomo tém sido observados em uma grande variedade de tumores, (Barril et al.,
1998, para referéncia). No caso dos carcinomas de prostata, diferentes estudos sugerem
que essa trissomia € a anomalia cromossomica mais frequente e, juntamente com a
trissomia 8, esta ligada a estagios tardios e comportamento agressivo da les&o (Alcaraz et
al., 1994, Bandyk et al.,1994, Brown et al., 1994, Jones et al., 1994, Takahashi et al.,1994,
Alers et al., 1995; 1997, Qian et al. 1995, Visakorpi et al., 1995, Wang et al. 1996,
Geburek et al., 1997, Jenkins et al.,, 1997 e 1998 Matturri et al., 1998). O estudo de
Jenkins et al. (1998), utilizando a técnica de FISH, mostrou que a regido 7q31 é
geneticamente instavel e talvez relacionada com a presenga de um sitio fragil nesse local,
o FRA7G.

Deve ser salientado que o cromossomo 7 contém o gene ERBB (gene do receptor
do fator de crescimento epidérmico), cuja expressdo aumentada ja foi associada com
estagios avangados, recorréncia, prognéstico desfavoravel e tempo menor de sobrevida
em varios tipos de neoplasias. Também contém os oncogenes C-ERBA, RA1 e MET,
esse ultimo mapeado em 7q31 e com expressdo em células tumorais e metastaticas de
prostata (Miyajima et al., 1989, Tsui et al., 1995, Visakorpi et al., 1995; Cher et al., 1996).

A trissomia do cromossomo 8 foi detectada em amostras de quatro
adenocarcinomas. Um desses casos também apresentou tetrassomia e dois outros

exibiram monossomia desse cromossomo. Qian et al. (1996), utilizando a técnica de
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FISH, observou a presenga de trissomia 8 em 32% das neoplasias intraepiteliais da
prostata (PIN) analisadas. Essa neoplasia ocorre frequentemente em individuos com
carcinoma e é considerada sua precursora. Por outro lado, Alers et al. (1995) reportaram
que alteragées no cromossomo 8 consistiam no achado mais frequentemente observado
nos casos de carcinoma investigados mas estavam ausentes nas lesdes do tipo PIN por
eles analisadas. No presente estudo, a trissomia 8 foi observada em trés possiveis casos
de poliploidia que apresentaram grau de Gleason variando de 5 a 7 e em um outro que
também mostrou trissomia 1 e 7 além de nulissomia Y e grau de Gleason igual a 5. Esses

achados colocam a trissomia 8 mais associada com progressao do que com iniciagdo das

lesGes prostaticas. E importante lembrar que o oncogene MYC esta localizado em 8q24 e

que a sua amplificacdo ja foi verificada por andlise de Southern blot nesse grupo de
doengas (Bova et al.,, 1993; Van den Berg et al., 1995). Além disso, Cher et al. (1995) e
Jenkins et al. (1998) notaram, apos a aplica¢ao de técnicas moleculares, que em tumores
avangados a regido mais comumente amplificada era a 8p21.3, o que indica a presencga,
nesse local, de genes importantes para a progressao tumoral.

Em relacdo a monossomia 8, Macoska et al. (1994) encontraram perda desse
cromossomo em ceélulas hiperplasicas e neoplasicas da prostata e os autores
relacionaram tal achado a eventos iniciais da tumorigénese. O mesmo foi observado por
Huang et al. (1996), utilizando a técnica de FISH, em relagdo ao segmento 8p. Na
verdade, a perda de heterozigosidade (LOH) de um ou ambos os alelos de segmentos da
regiao 8p, além daqueles 