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INTRODUCAG

0 cancer de prostata (CaP) é o tipo de cancer mais prevalente entre os homens no Brasil, com excecao dos tumores de pele nao melanoma." Atualmente, o
diagnostico do CaP se baseia em valores alterados na dosagem do Antigeno Prostatico Especifico (PSA), variacoes no tamanho da prostata atraves do exame
de toque retal e na biopsia do tecido prostatico. Entretanto, estes metodos apresentam limitacoes consideraveis, como inespecificidade de deteccao e
Invasibilidade dos exames. Em vista disso, o biomarcador PCA3, um RNA longo nao-codificador (IncRNA), altamente expresso em tumores de prostata pode
ser uma alternativa aos diagnosticos ja conhecidos. Porém, a deteccao de PCA3 e dificil, e uma nova tecnica chamada LAMP (Amplificacao Isotérmica
Mediada por Loop), vem despertando interesse para uso no diagnastico molecular por sua alta sensibilidade, rapidez e por dispensar o uso de equipamentos
sofisticados®. Com isso, nosso objetivo é identificar o IncRNA PCA3 em amostras de urina de pacientes com CaP atraves da tecnica RT-LAMP como método
diagnostico do cancer de prostata.

METODOLOGIA

Padronizacao da tecnica RT-LAMP a partir do RNA extraido das linhagens

. Coleta de amostras de urina de pacientes com suspeita de CaP, celulares utilizando o kit LavaLAMP™ (Lucigen).

B hiperplasia prostatica benigna (HPB) e individuos saudaveis.

Avaliacao da eficiencia de reacao a partir de amostras de RNA total e de
amostras enriquecidas a partir da incubacao com beads contendo
. sequencias nucleotidicas complementares a sequencia de PCA3.

Extracao de RNA de duas linhagem celulares de carcinoma de
prostata: LNCap (expressa PCA3) e DU145 (nao expressa PCA3).

Verificacao da funcionalidade de dois conjuntos de primers desenhados

pelo software PrimerExplorer V.5 para a técnica de RT-LAMP Teste de aplicabilidade em amostras de urina de pacientes com

CaP e HPB e de individuos saudaveis.

RESULTADOS

Amostras de Urina

Trinta e orto (38) amostras de urina de voluntarios controle e cento e setenta
e nove (179) amostras de urina de pacientes foram coletados e estao em
processo de classificacao de acordo com laudos de biopsias.

Extracao de RNA, sintese de cDNA e RT-PCR

Uma reacao de RT-PCR utilizando primers especificos para PCA3 mostrou

que as duas linhagens celulares de cancer de prostata expressam esse

IncRNA. (Figuras 1e 2) 10075 >

Figura 1. Extracao de RNA de linhagens de carcinoma de prostata.
Resultados da extracao com TRIzol. Eletroforese em agarose 17.
LN=LNCap; DU=DU145. 0 gel apresenta as duas subunidades
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Figura 2. Expressao do IncRNA PCA3 em linhagens de carcinoma de prostata.
Eletroforese em agarose 2. LN=LNCap; DU=DU145. As bandas visualizadas
indicam que ambas as linhagens, LNCap e DU145, expressam o IncRNA PCA3.




