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RESUMO 

O câncer de próstata (CaP) é a neoplasia mais comumente diagnosticada entre 

homens no ocidente. Embora tratamentos efetivos para a doença localizada estejam 

disponíveis atualmente, não há terapia curativa para tumores metastáticos. Além 

disso, os marcadores diagnósticos utilizados na clínica não conseguem discriminar 

totalmente a evolução diferencial da doença. Desta forma, o conhecimento das 

diferenças biológicas entre tumores primários confinados ao órgão e metástases é 

essencial para o desenvolvimento de novos marcadores e identificação de alvos 

terapêuticos. Neste estudo a análise baseada na metodologia de HR-CGH 

cromossômico foi realizada para identificar alterações de ganhos e perdas genômicas 

em três grupos de amostras: o grupo I, que compreende amostras pareadas de tumor 

primário e respectivas metástases (11 casos); o grupo II, constituído de pacientes que 

apresentaram seguimento clínico favorável por mais de 10 anos (5 casos); e o grupo 

III, constituído por diferentes biópsias do mesmo paciente (5 pacientes com 2 biópsias 

cada). As amostras foram microdissecadas (amostras a fresco: a partir de lâminas de 

referência; em blocos de parafina: a laser) e após a obtenção de DNA foram 

amplificadas (amostras de arquivo: PCR-SCOMP) ou marcadas por nick-translation 

para a realização de HR-CGH. Os resultados de HR-CGH foram comparados com os 

dados obtidos da análise de CGH-array num subgrupo de amostras e revelaram 

concordâncias significativas. Os resultados obtidos na presente investigação 

revelaram perdas dos cromossomos 1p, 2, 3q, 4p, 5q, 7, 8, 9q, 10q, 11q, 12q, 14q, 

15q, 16q, 17q, 18q, 19, 20q e 22q em 80% dos casos avaliados. Além disso, perdas 

em 17q11.2-25, por exemplo, foram detectadas exclusivamente nos tumores do grupo 

I e nas suas metástases, e não nos tumores do grupo II, sugerindo que esta alteração 

deve ser importante na indução de um caráter mais agressivo do tumor. A validação 

dos resultados de HR-CGH, e confirmados por CGH-array foi realizada pela análise de 

expressão gênica pelo método de PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR) em 

cinco genes: ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e TOP2A, sendo os três primeiros 

supressores tumorais e os dois últimos oncogenes. Foram avaliadas as expressões 

gênicas em 74 amostras de CaP a fresco, 18 CaP de blocos de parafina, seis 

hiperplasias nodulares de prostáta (HNP), 19 margens cirúrgicas histologicamente 

normais (tecido adjacente) e três amostras de próstata normais obtidas de necropsias 

(SVO). Para o gene ARID1A as análises mostraram que níveis normais ou diminuídos 

da expressão do gene estão associados à maior risco de recorrência bioquímica 

(P=0,0223, OR=5,40, IC95%=1,26-23,05) e à diminuição do tempo de sobrevida livre de 

doença (SLD) em comparação com os pacientes com expressão aumentada do gene 



(P=0,0131; HR=2,706; IC95%= 1,320-10,70), sendo as medianas de SLD de 17 e de 72 

meses, respectivamente. Esses resultados indicam que níveis normais ou diminuídos 

do transcrito de ARID1A nos CaP estão relacionados com pior evolução clínica. Este 

resultado está em concordância com os achados de perdas desta região gênica 

detectadas nas análises de HR-CGH e CGH-array no grupo de pacientes do grupo I. A 

análise do gene MTSS1 mostrou associação estatisticamente significativa entre níveis 

mais baixos do gene e níveis mais altos de PSA pós-prostatectomia (� 0,2ng/mL) 

(P=0,0376), sugerindo um papel deste gene na recidiva da doença. Esses resultados 

confirmam os achados de perda por CGH-array no grupo de amostras com 

metástases. As análises da expressão do NME1 em relação aos parâmetros avaliados 

neste estudo não revelaram resultados significativos, e, portanto, não validaram os 

resultados encontrados por CGH-array e HR-CGH. É possível, que outros genes 

mapeados nesta região possam estar envolvidos. Para o gene S100A4 os resultados 

mostraram que o subgrupo de pacientes com níveis mais altos de expressão do gene 

apresentaram associação marginalmente significativa (P=0,048) com a presença de 

pelo menos um fator de pior prognóstico (escores de 1 a 5). Além disso, foi observada 

associação significativa (P=0,008) entre maiores níveis de expressão do S100A4 e 

tumores com extensão extra prostática (P=0,020; OR=5,66, IC95%=1,171-27,37). 

Esses resultados sugerem que o aumento da expressão de S100A4 estaria 

relacionado à maior capacidade invasiva das células tumorais. Com relação ao gene 

TOP2A, o presente estudo revelou o aumento de expressão do gene em 84% das 

amostras de CaP avaliadas, sendo que 41% delas apresentou alto nível de expressão 

(QR>10). Nossos resultados mostraram que os níveis mais altos de TOP2A nos 

tumores primários estão associados aos maiores escores de Gleason, sugerindo que 

este gene pode estar envolvido com o caráter mais agressivo dos tumores de próstata. 

Em conclusão, nesse estudo os resultados das análises de HR-CGH permitiu a 

identificação de diversas regiões cromossômicas envolvidas em perdas e ganhos 

genômicos, refletindo a complexidade das alterações genéticas dos tumores de 

próstata. Além disso, a análise de genes mapeados em algumas regiões detectadas 

como alteradas nos tumores, em especial os genes ARID1A e TOP2A, mostrou que 

estes dois genes têm potencial para serem utilizados como marcadores diagnósticos 

de tumores com caráter mais agressivo, e com isso, permitir uma conduta clínica mais 

adequada nestes casos. 

 



ABSTRACT 

Prostate cancer (PCa) is the most commonly diagnosed non-cutaneous 

malignancy and the second leading cause of cancer mortality in men from Occident. 

Although effective treatments for the localized disease are available, there is no 

efficient therapy for metastatic tumors. Additionally, clinical diagnostic markers are not 

able to completely discriminate the differential evolution of the disease. The knowledge 

of biological differences between localized primary tumors and metastasis can 

establish new molecular markers and therapeutic targets. In this study, an analysis 

based on HR-CGH methodology was performed to identify imbalances genomic in 

three groups of samples: group I, paired samples of primary tumors and its metastasis 

(11 cases); group II, patients that exhibited favorable follow-up over 10 years (5 cases); 

and group III, different biopsies from the same patient (5 patients with 2 biopsies each). 

The tumor samples were submitted to microdissection procedures (fresh samples: from 

reference slides; paraffin embedded samples: laser), DNA extracted and amplified 

(archive sample: PCR-SCOMP) or labeled by nick-translation to HR-CGH. The HR-

CGH results were compared with data obtained from CGH-array analysis of a 

subgroup of samples and revealed significant concordances. In the present 

investigation, there were observed losses on chromosomes 1p, 2, 3q, 4p, 5q, 7, 8, 9q, 

10q, 11q, 12q, 14q, 15q, 16q, 17q, 18q, 19, 20q and 22q in 80% of the cases. Losses 

in 17q11.2-25, for instance, were detected exclusively in tumor from group I and its 

metastasis, but were not found in tumors from group II, suggesting that this alteration 

must be important in the progression of the disease. Five genes were selected after the 

comparison between the HR-CGH and CGH-array data. The tumor suppressor genes 

ARID1A, MTSS1, NME1 and S100A4 and TOP2A (oncogenes) were evaluated by 

quantitative real time PCR (qRT-PCR). Gene expression pattern was evaluated in 74 

samples of PCa, 18 paraffin embedded PCa, six prostate nodule hyperplasias (PNH), 

19 histopathologicaly adjacent normal tissues and three samples from normal prostate 

tissue obtained from necropsies (SVO). Normal or reduced expression levels of 

ARID1A gene are associated with patients that presented higher risk of biochemical 

recurrence (P=0,0223, OR=5,40, IC95%=1,26-23,05) and shorter survival disease-free 

(SLD) in the comparison with  high expression levels of this gene (P=0,0131; 

HR=2,706; IC95%= 1,320-10,70), medians of SLD of 17 and 72 months, respectively. 

These results indicated that normal or reduced levels of the transcript of ARID1A in 

PCa are related with a worse outcome of the disease. The losses found by HR-CGH 

and CGH-array involving this region detected in patients from group I confirmed the 

results obtained by qRT-PCR for ARID1A. The MTSS1 expression analysis showed an 



statistically significant association between reduced levels of transcript and PSA post-

prostatectomy � 0,2ng/mL (P=0.0376), suggesting its involvement with recurrence of 

the disease. These results confirmed those detected by CGH-array in the group of 

patients that presented metastasis. No significant associations were detected between 

the NME1 expression level and clinical and histopathological parameters. It is possible 

that other mapped genes in this region are involved in the disease. A marginally 

significant association (P=0.048) was detected in a subgroup of patients showing 

S100A4 higher expression levels and at least one worst prognosis parameter (scores 

from 1 to 5). Furthermore, it was found a significant association (P=0.008) between 

S100A4 high expression levels and tumors with extra-prostate invasion (P=0.020; 

OR=5.66, IC95%=1.171-27.37). The S100A4 increased expression levels could be 

related to invasive phenotype in prostate tumoral cells. Eight four percent of PCa 

evaluated presented high expression levels of TOP2A gene, 41% of them showed 

QR>10. The TOP2A highest levels were associated with higher Gleason’s scores, 

suggesting the involvement of this gene in more aggressive carcinomas. In conclusion, 

HR-CGH analysis allowed the identification of the several chromosomal imbalances 

reflecting the complexity of genetic alterations in prostate carcinomas. Additionally, the 

genes selected for individual analysis, specially ARID1A and TOP2A genes, showed its 

potential to be used as aggressiveness markers in prostate adenocarcinoma allowing a 

more appropriate clinical conduct. 
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INTRODUÇÃO 

 

Câncer de Próstata   

A próstata é um órgão glandular e fibromuscular, localizado no interior da 

cavidade pélvica. Sob o ponto de vista anatômico, a próstata é formada por três 

zonas glandulares e pelo estroma fibromuscular (McNeal et al., 1988). A zona 

de transição envolve a uretra prostática proximal e compreende 5% do tecido 

glandular. A maioria das Hiperplasias Prostáticas Benignas (HPB), também 

denominadas hiperplasias nodulares da próstata (HNP), e cerca de 20% dos 

cânceres de próstata (CaP) ocorrem nessa área. A zona central representa 

aproximadamente 20-25% da massa glandular total da próstata e se encontra 

envolvendo os ductos ejaculatórios. Aproximadamente 5 a 10% dos CaP estão 

localizados nessa região prostática. A zona periférica é a de maior tamanho 

situada posterior e lateralmente. Corresponde à região apical da próstata, 

envolvendo a zona central e compreendendo 70-75% do tecido glandular. A 

maioria (70%) dos CaP e as Neoplasias Intraepiteliais Prostáticas (PIN) ocorre 

nesta área. O estroma fibromuscular ocupa a superfície anterior da próstata e é 

constituído principalmente de músculo liso. 

Histologicamente a próstata é composta por glândulas túbulo-alveolares 

arranjadas em lóbulos envolvidos por um estroma, contidos dentro da cápsula 

prostática (LeDuc, 1939; Brandes et al., 1964). As glândulas são constituídas 

por ácinos e ductos prostáticos, formados por um epitélio glandular composto 

por duas camadas celulares: basal e secretora. Os ácinos e os ductos estão 

imersos em uma matriz estromal, tecido fibromuscular, vascular e conectivo. No 

estroma é possível distinguir dois tipos celulares distintos: os miofibroblastos e 

as células musculares lisas. A camada basal do epitélio glandular é formada por 

uma ou duas camadas de células basais localizadas entre a membrana basal e 

a camada de células secretoras. Esta por sua vez é formada por uma camada 

de células colunares que se projetam para o lúmen glandular. Uma diferença 

entre estas duas camadas celulares é a expressão do Antígeno Prostático 

Específico (PSA) e da fosfatase ácida que ocorre apenas nas células secretoras 

(Grignon et al., 1988). A expressão do receptor de andrógenos ocorre nestas 

duas camadas, a qual está significativamente aumentada nas células 
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secretoras. Outra diferença entre estas duas camadas de células refere-se à 

expressão de determinadas citoqueratinas que pode ser indicativa do grau de 

diferenciação das células epiteliais (Alberti et al., 2000). 

   Os cânceres de próstata são comumente subdivididos por sítios de 

origem: acinar e de ducto proximal (adenocarcinoma, carcinoma mucinoso, 

carcinoma cístico adenóide, tumor carcinóide, carcinoma indiferenciado) ou de 

ducto distal (carcinoma de célula transicional, carcinoma de célula escamosa, 

carcinoma papilífero, carcinoma ductal com características endometrióides). A 

estrutura acinar ou o ducto proximal da próstata são responsáveis pela origem 

de 98% dos cânceres prostáticos (Hanks et al., 1993). A grande maioria dos 

CaP é representada pelo adenocarcinoma acinar que constitui uma variante 

histológica com comportamento biológico e perfil genético molecular distintos 

(Bostwick e Dundore, 1997). 

As lesões prostáticas são heterogêneas e de natureza multifocal. Essa 

heterogeneidade encontrada à análise histológica é representada por uma 

justaposição de glândulas benignas, focos pré-neoplásicos e neoplásicos que 

variam em severidade.   

O câncer de próstata (CaP) é a segunda causa de morte por câncer em 

homens no Brasil. Dados de Incidência e Morte por Câncer estimam a 

ocorrência de 49.530 novos casos para o ano de 2008 (Brasil, INCA, 2008). 

Como a maioria dos carcinomas de próstata não apresenta sintomas clínicos 

até estágios tardios de progressão, quando as opções terapêuticas são 

limitadas, a busca por novas estratégias capazes de detectar precocemente o 

CaP tem tido forte ênfase nos últimos anos.  

Os fatores primários utilizados como indicadores prognósticos do CaP 

são estadiamento, grau histológico e PSA (Koff et al., 2005). Quando 

diagnosticados, os adenocarcinomas de próstata são classificados pelo sistema 

TNM, que define o estadiamento tumoral, levando em consideração a extensão 

do tumor primário (T), a ausência ou presença e a extensão de metástase em 

linfonodos regionais (N) e a ausência ou presença de metástase à distância (M) 

(Epstein et al., 2004) e pelo sistema de graduação de Gleason, que considera a 

diferenciação histológica da neoplasia (Epstein et al., 2004).  
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Neste sistema, o escore é dado baseado na soma dos dois focos 

neoplásicos com graus mais prevalentes (exemplo: 3+3, 3+4) com uma 

variação de 2 a 10. Tumores com baixos escores de Gleason geralmente são 

menores em volume e tem baixo potencial metastático, enquanto tumores com 

altos escores tendem a ser maiores e apresentarem potencial metastático 

aumentado. O escore de Gleason pré-operatório está correlacionado com 

indicadores importantes de extensão da doença, tais como envolvimento de 

linfonodos e metástase à distância (Gleason, 1977). Em termos de prognóstico, 

os escores 2-4 são classificados como bem diferenciados; 5-6 como 

moderadamente diferenciados; 7 como moderadamente para pobremente 

diferenciados; e 8-10 como pobremente diferenciados. Um escore 7 de Gleason 

pode, além disso, ser sub-classificado em [3+4] ou [4+3] e o pior prognóstico 

associado com [4+3] pode afetar a decisão ao tratamento  (DeMarzo et al., 

2003). 

A dosagem dos níveis de PSA é considerada normal até 4,0 ng/mL e têm 

se mostrado eficiente na detecção da doença em estágios, nos quais, a terapia 

com alto potencial de cura, prostatectomia radical, possa ser empregada. 

Entretanto, há críticas quanto à eficácia desse exame, as quais se referem à 

sua inespecificidade em diferenciar o câncer de doenças benignas, como a 

hiperplasia nodular de próstata e prostatites, e à existência de casos de CaP 

com valores baixos de PSA, como por exemplo no caso de pacientes com 

história familial para esta neoplasia e tumores hormônio-independentes 

(DeMarzo et al., 2007). 

Após prostatectomia radical os pacientes com CaP, normalmente 

apresentam níveis de PSA próximos a zero, valores acima de 0,4ng/mL indicam 

pior prognóstico e estão associados a progressão da doença metastática, 

entretanto, considera-se PSA �0,2 ng/mL como evidência de  recorrência 

bioquímica na predição de metástases a distância em pacientes com 

recorrência local da doença (Stephenson et al., 2006). O PSADT (PSA 

doubling-time) tem se mostrado um método eficiente para aumentar a 

sensibilidade do PSA em predizer o risco de recorrência da doença após a 

cirurgia. Este se trata de um cálculo usando regressão linear logarítmica que 

estima o tempo de duplicação do PSA em meses após a cirurgia. Considera-se 
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que quanto menor o PSADT, maior é a chance de recorrência tumoral (Roberts 

et al., 2001).   

Segundo Partin et al. (1997), a combinação dessas três variáveis (PSA, 

TNM e escore de Gleason) contribui significativamente para a predição do 

estágio patológico, podendo se estimar o risco de recorrência da doença em: 

baixo, moderado e alto risco, de acordo com as diretrizes estabelecidas pela 

National Comprehensive Cancer Network (NCCN - Clinical Practice Guidelines 

in Oncology, version 2. 2007). 

Outra característica com importância prognóstica é a capacidade do 

tumor invadir as estruturas angiolinfáticas, a qual não é abordada pelo sistema 

TNM. Antunes et al. (2006) avaliaram a relação da invasão microvascular (MVI) 

com outras características patológicas e sugerem seu uso como um fator 

prognóstico independente em pacientes com CaP. Segundo os autores 11% de 

428 pacientes com CaP submetidos a prostatectomia radical apresentaram MVI. 

Desses, 44,6% apresentaram recorrência enquanto apenas 20,2% dos 

pacientes sem MVI tiveram recorrência (p<0,001). Além disso, a MVI se 

mostrou uma característica prognóstica independente da recorrência 

bioquímica.  

Embora estes parâmetros clínicos e histológicos sejam úteis na 

classificação dos tumores prostáticos eles não são capazes de predizer quais 

cânceres orgão-confinados poderão progredir e quais permanecerão indolentes. 

Baseado nisso e no fato de que a prostatectomia é um tratamento agressivo e 

que afeta a qualidade de vida dos pacientes (Stanford et al., 2000; Steineck et 

al. 2002), faz se necessário identificar marcadores prognósticos que possam 

discriminar quais carcinomas prostáticos realmente requerem cirurgia ou 

terapias pós-cirúrgicas.  

As alterações genômicas que caracterizam e presumivelmente dirigem a 

transformação neoplásica podem ser a chave para explicar a heterogeneidade 

clínica dos CaPs. Dados preliminares sugerem que anormalidades 

cromossômicas detectadas por análises de bandamento cromossômico ou 

hibridação genômica comparativa (CGH) possuem valor prognóstico (Lundgren 

et al., 1992; Alers et al., 2000).  
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A CGH, em particular, é uma técnica de citogenética molecular que 

permite a identificação de um amplo espectro de regiões cromossômicas 

freqüentemente afetadas por anormalidades genômicas não-balanceadas. Em 

CaP, perdas dos braços cromossômicos 8p, 13q, 6q, 10q, 16q e 18q e ganhos 

de 7, 8q e Xq tem sido descritos por vários grupos (Visakorpi et al., 1995; Cher 

et al., 1996; Alers et al., 2000; 2001; Fu et al., 2000; Mattfeldt et al., 2002; 

Wolter et al.., 2002a; 2002b; Chu et al.., 2003; Teixeira et al.., 2004).  

Dentre as vantagens desta metodologia, está a possibilidade de 

localização de seqüências em excesso ou ausentes no genoma tumoral, a 

triagem para aberrações não balanceadas, a não necessidade de preparações 

cromossômicas das amostras tumorais e a detecção de deleções de 10-20 Mb 

que não podem ser distinguidas por bandamento G. Entretanto, este nível de 

sensibilidade é considerado relativamente baixo. Mais recentemente, avanços 

na técnica de CGH permitiram a detecção de aneusomias de pequenas regiões 

cromossômicas de até 3Mb (Kirchhoff et al., 1999). Simulações no software 

usado na análise da CGH indicam que a resolução teórica desta técnica permite 

a detecção de desequilíbrios genômicos de até 2Mb (Kirchhoff et al., 2001; 

Ness et al., 2002). Este procedimento é conhecido como CGH de alta resolução 

(HR-CGH). O método baseia-se na detecção das alterações usando o intervalo 

de referência padrão. Este intervalo varia com a média do intervalo de confiança 

de 99,5% da razão média de cada perfil de uma amostra teste comparada ao 

intervalo de confiança de 99,5% da amostra de referência. Quando não há 

sobreposição entre estes dois intervalos, a região cromossômica 

correspondente é designada alterada. O intervalo de referência que adapta o 

padrão básico dos perfis de todas as análises é automatizado para parear 

perfeitamente as análises individuais. Schoumans et al. (2004) demonstraram 

que a HR-CGH pode ser usada para detectar deleções inferiores a 1,8Mb, 

entretanto, em alguns casos rearranjos >5Mb não são detectados. Duplicações 

heterozigotas são mais difíceis de serem detectadas do que deleções, pelo fato 

de que a razão verde:vermelho para as duplicações é 3:2 enquanto que para 

deleções é 1:2. Segundo os autores, a resolução da CGH é variável e pode 

depender da região cromossômica envolvida. Variações nas condições da 

hibridação, bem como a condensação cromossômica e a presença de 
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seqüências repetitivas, podem interferir na qualidade da CGH, não permitindo a 

detecção de determinadas alterações genômicas.   

 

 

 

Alterações Genéticas e CaP 

Uma variedade de relatos de alterações genéticas em carcinomas de 

próstata detectada por diferentes metodologias evidencia algumas regiões 

cromossômicas como não casualmente envolvidas no início e progressão da 

doença. Alterações cromossômicas recorrentes foram relatadas envolvendo 

perdas em 5q, 8q, 10p, 10q, 13q, 16q, 17p, e Y e ganhos afetando os 

cromossomos 7, 8q, 17p, 17q e Xq (Brothman et al., 1991; Lundgren et al., 

1992; Micale et al., 1992; Arps et al., 1993; Alcaraz et al., 1994; Cher et al., 

1994; Macoska et al., 1994; Takahashi et al., 1994; Cher et al., 1995; Qian et 

al., 1995; Visakorpi et al., 1995; Cher et al., 1996; Ittmann 1996; Konig et al., 

1996; Matsuura et al., 1996; Trybus et al., 1996; Webb et al., 1996; 

Zitzelsberger et al., 1996; Kasahara et al., 2002; Steiner et al., 2002; Wolter et 

al., 2002a; Chu et al., 2003).  

As alterações mais relevantes em literatura compreendem aquelas 

afetando os cromossomos 8 e 10. Uma variedade de relatos descreve 

diferentes regiões cromossômicas no cromossomo 8 como não casualmente 

envolvidas em carcinomas de próstata, incluindo perda de 8p12 (Huang et al., 

1996), 8p21-23 (Matsuyama et al., 1994; Visakorpi et al., 1995; Vocke et al., 

1996), 8p22 (Arps et al., 1993; Macoska et al., 1993; Matsuyama et al., 1994; 

Huang et al., 1996; Wolter et al., 2002a), e em 8p (Beheshti et al., 2002; 

Mattfeld et al., 2002; Steiner et al., 2002; Chu et al., 2003; Kraus et al., 2003). 

Um estudo usando a metodologia de hibridação genômica comparativa em 45 

amostras de CaP mostrou que a perda de 8p pode ser considerada como um 

marcador de estadiamento do câncer de próstata. Esta alteração foi mais 

comum em casos com maiores escores de Gleason (Chu et al., 2003). Em 

adição, a trissomia do cromossomo 8 foi associada a maiores escores de 

Gleason (Takahashi et al., 1994; Qian et al., 1995; Wolter et al., 2002a). 
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A perda de 10q é observada em 50 a 80% dos CaP. No mínimo dois 

locos independentes parecem estar relacionados em 10q23.1 e 10q24-q25 

(Atkin e Baker, 1985; Lundgren et al., 1992; Arps et al., 1993; Chu et al., 2003). 

Acredita-se que a perda de 10q é um evento tardio em relação à perda de 8p, 

pois ocorre mais freqüentemente em carcinomas do que em neoplasias 

intraepiteliais, são mais freqüentemente observados em doença metastática 

(Trybus et al., 1996) e em tumores mais avançados (Ittmann, 1996). Entretanto, 

a perda em 10q foi considerada um evento inicial na carcinogênese da próstata, 

principalmente por estarem presentes também em tumores localizados (Cher et 

al., 1996; Trybus et al., 1996; Chu et al., 2003).  

Várias alterações genéticas foram selecionadas para representar 

estágios específicos ou subgrupos da doença. Ribeiro et al.(2006), baseados 

em resultados de avaliações cromossômicas, propuseram um modelo genético 

de progressão para carcinogênese da próstata, no qual perdas de 8p e 13q são 

tidas como eventos iniciais e distintos, preferencialmente seguidas por ganho 

de 8q e perda de 6q, 16q e 18q. Em contrapartida, um conjunto de eventos 

tardios leva a recorrência e metástase de tumores de próstata, os quais seriam 

geneticamente mais complexos.  

Alguns genes foram relacionados com o CaP, como o HER-2, PAI e RAF 

mapeados no cromossomo 7 (Vogel et al., 2001; Fu et al., 2006; Nishio et al., 

2006; Jorgenson et al., 2007), o gene RB envolvido em aproximadamente 50% 

dos CaP (Cooney et al., 1996; Melamed et al., 1997; Li et al., 1998; Hill et al, 

2005), o APC descrito em 20% dos tumores avançados (Brewster et al., 1994), 

TP53, CHEK2 (Yang et al., 1996; Zheng et al., 2006), BRCA1 (Arason et al., 

1993; Langston et al., 1996; Fan et al., 2006) ou genes distais a ele (Cher et al., 

1994; Visakorpi et al., 1995), o TP27 (Macri  e Loda, 1999; Tsihlias et al., 1999; 

Shapira et alll., 2006), o TP16 (Jarrard et al., 1999; Zhang et al.,2006a), o AR 

(Visakorpi et al., 1995; Haapala et al., 2007), os genes relacionados à atividade 

da telomerase (Sommerfeld et al., 1996; Zhang et al., 1998) e os genes 

reguladores de apoptose, como o BCL2 (McDonnel et al., 1997; Revelos et al., 

2005), entre outros.  

Os dados apresentados revelam uma grande heterogeneidade no perfil 

de alterações genéticas em carcinomas de próstata, no entanto não foi 
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identificado um evento genético específico responsável pelo desenvolvimento 

inicial e progressão dos CaP (Sattler et al., 1999; Nupponen e Visakorpi, 2000; 

Haapala et al., 2001; Steiner et al., 2002; Ribeiro et al., 2006).  

Há a necessidade de compreensão dos fatores de risco envolvidos e do 

conhecimento preciso da biologia dos cânceres de próstata. Resultados atuais 

de estudos moleculares sugerem que estas informações levarão a muitas 

aplicações clínicas, incluindo a identificação de marcadores tumorais úteis ao 

diagnóstico, seleção de tratamento e prognóstico. 

 

CGH Cromossômico, Câncer de Próstata e suas Metástases  

O câncer de próstata normalmente se inicia com uma lesão pequena e 

bem diferenciada. Entretanto, alguns carcinomas aumentam em tamanho e 

progridem para lesões moderadamente diferenciadas e, posteriormente para 

indiferenciadas podendo evoluir para metástases. No modelo clássico de 

formação de metástases, células tumorais invadiriam vasos sangüíneos e/ou 

linfáticos atingindo a circulação e, a partir daí, se alojariam em outros órgãos 

(Mostofi e Price, 1973; Herlyn and Malkowicz,1991; Woodhouse et al., 1997).  

Estudos recentes têm demonstrado que a alteração na expressão de 

genes pró-metastáticos ocorre já nas fases iniciais do câncer de próstata, 

juntamente com a expressão anormal de genes que induzem ao crescimento do 

tumor primário (Alberti, 2008). Outros estudos sugerem que a disseminação à 

distância de células do tumor primário é um evento inicial no processo da 

carcinogênese (Husemann et al., 2008). O desenvolvimento das técnicas para a 

detecção e caracterização de células tumorais, permitindo a análise de células 

únicas, principalmente da medula óssea e sangue periférico dos pacientes com 

câncer, tem evidenciado que a medula óssea serviria como um “reservatório” 

para diversos tipos de células tumorais (Pantel e Brakenhoff, 2004; Pantel e 

Alix-Panabieres, 2007). Células provenientes do tumor primário ficariam 

alojadas na medula óssea, de onde elas re-circulariam até atingirem órgãos 

distantes com melhores condições para o seu crescimento. Essa via 

recentemente sugerida para a formação de metástases tem se baseado no fato 

de que células tumorais foram detectadas no sangue periférico de pacientes 

com câncer de mama meses após a remoção completa do tumor, o que indica 
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que estas células poderiam estar re-circulando entre sítios metastáticos (Meng 

et al., 2004; Muller et al., 2005). 

Holcomb et al (2008) isolaram células epiteliais da medula óssea de 

pacientes com câncer de próstata localizado (n=48) e com doença metastática 

disseminada (n=11) e caracterizaram as alterações genômicas por CGH. Eles 

encontraram múltiplas alterações de perdas e ganhos, incluindo perda de 8p e 

ganhos de 8q e Xq, nas células dos pacientes com doença metastática. As 

alterações identificadas nas amostras de medula óssea correspondiam às 

detectadas nos respectivos tumores primários e às alterações relatadas em 

literatura para o câncer de próstata, evidenciando que essas células foram 

disseminadas do tumor primário da próstata. Os autores sugeriram que perdas 

de regiões cromossômicas contendo genes de adesão celular confeririam a 

capacidade de progressão para doença metastática. 

Os sítios mais freqüentemente afetados por metástases dos carcinomas 

primários de próstata são linfonodos, ossos, pulmões e, raramente, bexiga, 

fígado e cérebro (Dutt et al., 2000; Patel et al., 1989). Metástases testiculares 

constituem um evento raro sendo encontradas mais freqüentemente em 

necropsias (0,02 a 2,5% das necropsias) ou incidentalmente após 

orquiectomias terapêuticas para doença avançada. Os carcinomas prostáticos 

raramente emitem metástase para o testículo, havendo aproximadamente 200 

casos descritos em literatura (Dutt et al., 2000). 

Amostras provenientes de metástases são extremamente limitadas 

principalmente pelo fato, destes pacientes não serem submetidos à cirurgia 

para exerese da metástase e, muitas vezes, nem mesmo por exames de 

biopsias. Um dos primeiros relatos incluindo metástases é o de Cher et 

al.(1996) que analisaram, pela CGH, 31 amostras de tecidos de dois grupos de 

pacientes com CaP. O grupo I era constituído por 20 amostras de metástases 

prostáticas (18 linfáticas pélvicas, coletadas durante a prostatectomia radical, e 

duas ósseas). Os 18 pacientes com metástases linfáticas não receberam 

nenhum tratamento para o CaP prévios à cirurgia. Os dois pacientes com 

metástases ósseas foram tratados um mês antes da biópsia por terapia de 

privação androgênica. O grupo II era formado por 11 amostras, sendo quatro de 

tumores primários, 6 de tumores pélvicos recorrentes e uma de metástase do 
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epitélio escrotal, de 11 pacientes que apresentaram progressão da doença após 

longo tempo de terapia de privação de andrógenos. As alterações encontradas 

nos dois grupos analisados foram similares, sugerindo que tumores 

metastáticos não tratados apresentavam alterações cromossômicas 

necessárias para a recorrência ocorrida durante a privação de andrógenos.  

No segundo estudo publicado, Alers et al. (2000) avaliaram pela CGH 

amostras de 56 pacientes (23 carcinomas primários de próstata, 18 metástases 

regional em linfonodos e 15 metástases à distância). Os autores encontraram 

um alto nível de amplificações nas regiões 1q21, 1q25 e Xq12-q23 em câncer 

metastático; um significante acúmulo de alterações genéticas em metástases à 

distância, incluindo perda da região 10q24 e ganho de 7q11.2 e/ou 7q31. 

Identificaram também ganho de 7pq e/ou 8q em metástases a distância. Estas 

alterações foram consideradas como discriminadoras genéticas potenciais entre 

tumores primários e metastáticos. 

Zitzelsberger et al.(2001) estudaram, pela CGH, amostras de 17 

pacientes. Em 16 pacientes foram avaliados os adenocarcinomas de próstata,  

em 12/16  amostras de PIN e em 4/16 as metástases em linfonodos. Foram 

incluídos no estudo três glândulas não-neoplásicas (adjacentes aos tumores 

primários) e outra amostra de metástase. Os autores relataram uma grande 

heterogeneidade de perdas e ganhos cromossômicos, concordantes com dados 

da literatura, e uma nova região de perda em 4q foi descrita para os 

adenocarcinomas. Os resultados indicaram que há um acúmulo de alterações 

cromossômicas durante o desenvolvimento e progressão do câncer e uma 

origem precoce de aberrações tumor-específicas em áreas PIN.  

Num estudo mais recente, Kraus et al. (2003) estabeleceram duas 

linhagens celulares de células epiteliais derivadas da medula óssea de 

pacientes com CaP, com a finalidade de realizarem novas estratégias de alta 

resolução para delinear as alterações genéticas associadas a metástases. A 

CGH cromossômica foi realizada simultaneamente com o DNA de um tumor 

primário e com o respectivo DNA da linhagem celular, a fim de comparar as 

alterações genéticas de ambos. Algumas alterações foram similares para o 

tumor primário e a respectiva linhagem celular, sendo as mais comuns as que 

incluíam ganho de material de 3p e uma relativa baixa representação de 8p em 
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relação a 8q. Esses resultados indicaram que as alterações cromossômicas 

encontradas na linhagem celular não eram resultado das condições de cultura, 

mas eram derivadas diretamente do tumor primário. 

 

CGH- arrays 

O método de triagem de alta resolução, CGH baseado em microarrays 

(CGH-arrays, CGH microarrays, CGH-matriz - aCGH), foi descrito em 1997 

(Solinas-Toldo et al., 1997). Este procedimento tem implicações importantes 

para a análise de genomas tumorais, para o desenvolvimento de 

biomarcadores preditivos e na identificação de genes envolvidos na progressão 

tumoral. A metodologia de aCGH permite a detecção quantitativa em alta 

resolução das alterações no número de cópias em genomas tumorais (Bruder 

et al., 2001; Hui et al., 2002; Hui et al., 2001; Pinkel et al., 1998; Veltman et al., 

2003; Snijders et al., 2003; Weiss et al., 2004; Kempski et al., 2006; Saramäki 

et al., 2006; Jiang et al., 2008), possibilitando também associações com 

características clínicos (Wilhelm et al., 2002; Weiss et al., 2004; Tornillo et al., 

2005; Lapointe et al., 2007). O princípio metodológico é semelhante ao da CGH 

cromossômica, entretanto, supera suas limitações de resolução pelo uso de 

clones imobilizados em uma lâmina de vidro em posição bem definida. Este 

aumento de resolução da técnica permite o aumento na detecção de não-

balanceamentos genômicos em comparação com a CGH cromossômica 

(Rogatto e Rainho, 2004). 

Como os clones contêm informações das seqüências que podem ser 

diretamente conectadas com bancos de dados genômicos, podem-se obter 

informações de genes particulares mapeados nas regiões envolvidas. 

Alterações de número de cópias detectadas por CGH-array facilitam a 

identificação de genes responsáveis pelo câncer, bem como doenças genéticas 

relacionadas à seqüência (Veltman et al., 2002; Albertson e Pinkel, 2003; 

Mantripragada et al, 2004, Shaffer e Bejjani, 2006; Shaffer e Bui, 2007; 

Andrieux, 2008; Davidsson et al., 2008; Slavotinek et al., 2008). 

Para o nosso conhecimento, até o momento há 20 relatos em literatura 

usando CGH-array em adenocarcinomas de próstata (Clark et al., 2003; Kraus 

et al., 2003; Hermans et al., 2004; Paris et al., 2004; 2005;Wolf et al., 2004; 
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2005; van Dekken et al., 2004; Yano et al, 2004, Brookman-Amissah et al., 

2005; van Duin et al., 2005;  Chaudhary e Schimdt, 2006; Iljin et al., 2006; 

Verhagen et al., 2006; Saramaki et al., 2006; Liu et al., 2006; Vukovic et al., 

2007; Wicker et al., 2007; Lapointe et al., 2007; Jiang et al., 2008). A Tabela 1 

apresenta um resumo dos relatos publicados, as diferentes plataformas 

utilizadas e os métodos de validação empregados em cada um desses estudos. 

 

Tabela 1. Relatos publicados em câncer de próstata usando CGH-arrays, as diferentes 
plataformas e as metodologias de validação empregadas em cada estudo. 
 
�
������	�

�

����������	����

�
���	���	�

�
����������

Clark et al., 2003 
cDNA  - 5603 seqüências 

conhecidas 
Linhagens PC3, DU145, LNCaP Southern blot 

Kraus et al., 2003 
BACs, PACs e Pl contendo 2464 

seqüências 
Linhagens PC-E1 e PC-r1 

CGH 

cromossômico,  

M-FISH 

Hermans et al., 2004 BAC contendo 2400 seqüências 

11 CaP 

Linhagens PC3, LNCaP, DU145 e 

TSU 

Alelotipagem 

van Dekken et al., 2004 BACs - 2400 clones 10 CaP de arquivos Nd 

Yano et al., 2004 BACs e PACs - 287 clones 11CaP 
LOH, CGH 

cromossômico 

Paris et al., 2004 BAC – 2460 clones 64 CaP 
RT-PCR em 

tempo real  

Wolf et al. ,2004 16K cDNA array 
Linhagens PC3, DU145, LNCaP e 

CWR22R 

CGH 

cromossômico 

Paris et al., 2005 BACs – clones 64 CaP 
Kattan 

nomograma 

van Duin et al., 2005 BAC com 702 contigs em 8q 
4 CaP 

Linhagem PC3 
FISH 

Wolf et al., 2005 cDNA  - 16K sequências Nd 

Microarrays 

para regiões 

NMD 

Brookman-Amissah et al., 

2005 
BACs 5800 clones 

Linhagem de CaP derivada de um 

paciente  e epitélio benigno 

Marcadores de 

microssatélite 

Verhagen et al., 2006 BACs - 2600 clones 40 CaP 
FISH e 

alelotipagem 

Saramaki et al., 2006 16K cDNA array 

LinhagensLNCaP, PC3, DU145, 

22Rv1 e LAPC4 

13 CaP 

qT-PCR e 

FISH 

Chaudhary e Schimdt, 2006 BACs -  2632 clones Linhagem DU145 qT-PCR 

Iljin et al., 2006 

 

 

Oligonucleotideos CGH44A e 

44B (Agilent Tecnologies) 

19 CaP avançados e Linhagens 

VCaP, 22Rv1, DU145, LNCaP, e 

PC3 

RT- PCR  
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Liu et al., 2006 

SNPs (single nucleotide 

polymorphisms) - 100K 

(Affymetrix GeneChip) 

22 CaP e 22 amostras pareadas de 

tecido não-neoplásico 
Nd 

Vukovic et al., 2007 Spectral genomics arrays 
Linhagens DU145, PC3, LNCaP, e 

duas culturas 1532T e 1542T 

SKY e mBAND 

 

Wicker et al., 2007 

1 Mb whole-genome BAC e 

Oligonucleotideos CGH44B 

(Agilent Tecnologies) 

19 CaP Nd 

Lapointe et al., 2007 cDNA - 22 K 
55 CaP e 9 metástases em 

linfonodos pélvicos 
FISH 

Jiang et al., 2008 cDNA - 14 K 
48 CaP e 9 amostras de próstata 

não-neoplásicas 

RT-PCR em 

tempo real 

Nd: informações não disponíveis. 

Estudos de alterações no número de cópias em CaP identificaram 

diversas regiões freqüentemente alteradas no genoma e levaram a identificação 

de importantes genes supressores tumorais e oncogenes. Alguns exemplos 

incluem o gene PTEN na região deletada 10q23 (Li et al., 1997), ATBF1 na 

deleção 16q22 (Sun et al., 2005), KLF5 na deleção 13q21 (Chen et al., 2003), 

AR no ganho de Xq12 (Visakorpi et al., 1995), e MYC no ganho em 8q24 

(Jenkins et al., 1997). No entanto, outros genes supressores tumorais e 

oncogenes existem nas regiões freqüentemente alteradas e contribuem para a 

vantagem seletiva das células tumorais. Além disso, não foram identificados 

genes específicos em outras regiões comumente deletadas, provavelmente 

devido à combinação de tamanhos relativamente grandes das regiões afetadas 

e/ou efeitos relativamente pequenos dos genes. 

Vários métodos permitiram a identificação de alterações de número de 

cópias do DNA em CaP nos últimos 20 anos. No entanto, as diferentes 

resoluções dos métodos testados, o tamanho amostral, o tipo histológico e fonte 

(tumores primários/localizados, tumores metastáticos/recorrentes, linhagens 

celulares) tornam difícil a compreensão e a interpretação dos resultados e, 

conseqüentemente, sua aplicação na prática clínica. Contudo, vários candidatos 

a biomarcadores moleculares têm resultado destes estudos e alguns deles com 

grande potencial para aplicação ao diagnóstico, prognóstico e resposta a 

tratamento. 

 Sun et al. (2007) fizeram uma revisão de todos os estudos publicados 

(até abril de 2006) no banco de dados PubMed que avaliaram alterações 
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genômicas por CGH em câncer de próstata. A maioria desses estudos utilizou a 

metodologia CGH cromossômico e menos de 8% avaliaram os tumores por 

CGH-array.  Foram incluídos 41 estudos, com 872 tumores de próstata numa 

análise combinada para estimar a freqüência das alterações em cânceres 

avançados e localizados. A freqüência de perdas ou ganhos foi estimada para 

cada uma das 850 bandas baseando-se no número de tumores que tinham 

perdas ou ganhos entre todos os tumores examinados. Enquanto a região 

cromossômica 8p foi a mais comumente envolvida em perda, ocorrendo em 

aproximadamente um terço de todos os tumores e em metade dos tumores 

avançados, 8q foi a região mais comum de ganho, afetada em cerca de um 

quarto de todos os tumores e em metade de todos os tumores avançados. A 

segunda e a terceira regiões de perdas mais freqüentes foram 13q e 6q e a 

segunda região de ganho mais freqüente foi 7q, envolvida em cerca de 10% de 

todos os tumores e em aproximadamente um quarto dos tumores avançados. 

Segundo os autores, os resultados dessa análise evidenciando as regiões 

cromossômicas mais freqüentemente envolvidas em perdas ou ganhos nos 

diferentes estudos avaliados, sugerem que essas regiões devem ser priorizadas 

na busca por genes supressores tumorais e oncogenes no CaP.  
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  OBJETIVOS 

 

 

• Analisar o perfil de ganhos e perdas genômicas pela metodologia de 

HR-CGH em três diferentes grupos: grupo I – tumores primários e 

metástases (dos mesmos pacientes); grupo II - amostras de pacientes 

com seguimento clínico superior a 10 anos e sem evidência de 

recorrência e ou metástase; grupo III – avaliar a heterogeneidade 

genética em diferentes focos tumorais de um mesmo paciente; 

 

• Comparar os resultados da HR-CGH com os de CGH-array (metodologia 

empregada em um outro estudo da equipe, realizada em um subgrupo destas 

amostras) em tumores primários e metástases e nas amostras do grupo II para 

identificar regiões genômicas candidatas a marcadores de metástase; 

 

• Validar genes candidatos envolvidos em perdas e ganhos consensos, 

utilizando a metodologia RT-PCR quantitativa em tempo real ou 

imunohistoquímica 

�

• Comparar e correlacionar os resultados da pesquisa com os dados clínicos, 

histopatológicos e de seguimento clínico. 

�

�
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Caracterização da amostra 

 

As amostras utilizadas nesse estudo foram obtidas do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu, SP, com a colaboração do Dr. José Carlos 

Souza Trindade Filho, Departamento de Urologia e do Dr João Lauro Vianna de 

Camargo, Departamento de Patologia. O tempo de seguimento clínico dos pacientes 

variou de um mês a treze anos. Todas as amostras desse estudo foram coletadas 

antes do paciente receber qualquer tratamento hormonal ou radioterápico. Este projeto 

foi aprovado pelo CONEP (Parecer 304/2000, Anexo) e todos os pacientes ou 

familiares assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que se encontram 

nos arquivos do Hospital.  

Para a análise de HR-CGH as amostras foram divididas em três grupos 

(Tabela 2). O grupo I compreende amostras pareadas de tumor primário e metástase 

do mesmo paciente (11 casos). Todos estes casos apresentaram metástase ao 

diagnóstico. O grupo II é composto por casos que apresentaram seguimento clínico 

favorável por mais de 10 anos (5 casos). O grupo III é composto por focos tumorais 

coletados de diferentes localizações prostáticas do mesmo paciente submetido a 

prostatectomia radical e com curto período de seguimento clínico (5 pacientes com 2 

amostras cada).  

Na análise de validação de genes candidatos (investigação da expressão de 

transcritos pela RT-PCR quantitativa em tempo real) foram utilizadas 75 amostras 

tumorais a fresco (provenientes de prostatectomia radical), 19 amostras de tecidos 

normais adjacentes ao tumor (margem cirúrgica), seis casos de hiperplasias nodular 

de prostata (HNP), duas amostras de tecido prostático normal obtidas de necropsias 

de homens com idade inferior a 49 anos. Além disso, foram obtidas 18 amostras de 

carcinoma de próstata fixadas em parafina. Na Tabela 3 estão apresentadas as 

amostras incluídas neste estudo e as características clínicas e histopatológicas dos 

pacientes.  



  

33 

T
ab

el
a 

2.
 In

fo
rm

aç
õe

s 
cl

ín
ic

as
 d

os
 p

ac
ie

nt
es

 s
el

ec
io

na
do

s 
pa

ra
 o

 e
st

ud
o 

de
 H

R
-C

G
H

 e
 C

G
H

-a
rr

ay
. 

��
�

��
	�
�

��
�
��
��
���

��
��
�

��
��
	�
�	
���

��
��

�

��
��
��

�	
��
��
��
��

��
��
	�
��


 
��

!�
"#
�
$%
�

��
&'
�

���
(�
"�
��
#�

)�
*�
	��

�


 
��

!�
"#
�
$%
�

�*
	'

���
(�
"�
��
#�

)�
*�
	��

�

��
��

+�
	�
*�
���

�
�
����

��

��
��,

��
��
�

��
��
��

��
��
�

��
&��

��
�*
	�

���
(�
"�
��
#)
�*
�	
���

-�
��
�

���
(�
"�
�#�

)�
��
	��

�

'�(
���
�
��

��
��
��
��

 �
"�
��
��
��
�

!�
�	
�	
%�

��
��
��
��

1 
P

1‡  
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(+

) 
Ó

ss
ea

 (
+)

 
59

 
8(

5+
3)

 
50

,5
2 

n
.r

. 
T

3a
N

xM
1b

 
N

ão
 

N
ão

 
17

/0
6/

96
- 

23
/0

6/
97

 

12
* 

- 
do

en
ça

 
m

et
as

tá
tic

a 
di

ss
em

in
ad

a 

2 
P

2 
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(-

) 
Ó

ss
ea

 (
+)

 
67

 
n

.r
. 

n
.r

. 
n

.r
. 

T
xN

xM
1b

 
T

io
s 

C
a?

 
N

ão
 

01
/0

3/
93

- 

15
/0

9/
93

 

6 
– 

ób
ito

 p
el

a 
do

en
ça

 

3 
P

3‡  
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(+

) 
Li

nf
on

od
o 

(+
) 

77
 

7(
5+

2)
 

n
.r

. 
n

.r
. 

T
3N

xM
1a

 
N

ão
 

N
ão

 
28

/0
2/

89
- 

10
/0

1/
03

 

16
7*

 -
 

do
en

ça
 

m
et

as
tá

tic
a 

di
ss

em
in

ad
a 

4 
P

5 
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(-

) 
Ó

ss
ea

 (
+)

 
85

 
9(

5+
4)

 
4,

57
 

n
.r

. 
T

2N
xM

1b
 

N
ão

 

O
rq

ui
ec

to
m

ia
 

bi
la

te
ra

l 2
1/

08
/9

2,
 

ne
ga

tiv
o 

pa
ra

 
ne

op
la

si
a 

21
/0

8/
92

- 

14
/0

9/
92

 

1*
 -

 d
oe

nç
a 

m
et

as
tá

tic
a 

di
ss

em
in

ad
a 



  

34 

5 
P

7 
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(+

) 

Li
nf

on
od

o 

 (
-)

 
70

 
7(

3+
4)

 
n

.r
. 

29
0,

04
 

T
3N

1M
x 

N
ão

 

O
rq

ui
ec

to
m

ia
 

bi
la

te
ra

l 2
1/

07
/9

9,
 

ne
ga

tiv
o 

pa
ra

 
ne

op
la

si
a 

10
/0

4/
95

- 

14
/0

3/
00

 
59

* 

6 
P

8 
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(-

) 
Ó

ss
ea

 (
+)

 
82

 
n

.r
. 

n
.r

. 
n

.r
. 

T
3N

xM
1b

 
N

ão
 

O
rq

ui
ec

to
m

ia
 

bi
la

te
ra

l 0
8/

04
/8

8,
 

ne
ga

tiv
o 

pa
ra

 
ne

op
la

si
a 

08
/0

4/
88

- 

11
/0

7/
88

 

3*
 -

 d
oe

nç
a 

m
et

as
tá

tic
a 

di
ss

em
in

ad
a 

7 
P

9‡  
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(+

) 
Li

nf
on

od
o 

(+
) 

61
 

9(
4+

5)
 

12
,1

7 
2,

53
 

T
3N

1M
x 

N
ão

 
H

or
m

on
al

: 
A

nd
ro

cu
r 

e 
Z

ol
ad

ex
 

de
sd

e 
09

/2
00

2 

05
/0

6/
02

- 

13
/0

9/
05

 
39

  

8 
P

11
‡  

A
de

no
ca

rc
in

om
a 

de
 p

ró
st

at
a 

(+
) 

T
es

tíc
ul

o 
(+

) 
53

 
5(

2+
3)

 
66

,2
5 

n
.r

. 
T

3N
xM

1c
 

n
.r

. 
n

.r
. 

17
/0

5/
96

- 

24
/0

5/
96

 

P
er

di
do

 
S

eg
ui

m
en

to
 

9 
P

12
 

A
de

no
ca

rc
in

om
a 

de
 p

ró
st

at
a 

(+
) 

T
es

tíc
ul

o 
(+

) 
47

 
9 

(5
+

4)
 

29
,0

 
18

36
,5

4 
T

3a
N

0M
1c

 
N

ão
 

O
rq

ui
ec

to
m

ia
 

bi
la

te
ra

l 0
3/

03
/8

3,
 

po
si

tiv
o 

pa
ra

 
ne

op
la

si
a.

 
H

or
m

on
al

: 
A

nd
ro

cu
r 

de
sd

e 
28

/0
1/

02
. 

R
ad

io
te

ra
pi

a 
em

 
08

/2
00

4.
 

18
/1

2/
01

- 

28
/1

2/
04

 

36
 –

 d
oe

nç
a 

m
et

as
tá

tic
a 

di
ss

em
in

ad
a,

 
ób

ito
 p

el
a 

do
en

ça
 e

m
 

28
/1

2/
04

 

  
P

13
‡  

A
de

no
ca

rc
in

om
a 

de
 p

ró
st

at
a 

(+
) 

T
es

tíc
ul

o 
(+

) 
73

 
9 

(5
+

4)
 

21
2,

0 
n

.r
. 

T
3N

xM
1c

 
n

.r
. 

O
rq

ui
ec

to
m

ia
 

bi
la

te
ra

l 1
6/

06
/8

3,
 

po
si

tiv
o 

pa
ra

 
ne

op
la

si
a.

 

12
/1

1/
02

- 

16
/0

6/
03

 

P
er

di
do

 
S

eg
ui

m
en

to
 



  

35 

10
   11
 

P
14

‡  

A
de

no
ca

rc
in

om
a 

de
 p

ró
st

at
a 

(+
) 

T
es

tíc
ul

o 
e 

im
pl

an
te

 
pe

rit
on

ea
l 

(+
) 

61
 

9 
(4

+
5)

 
85

,0
 

15
0,

0 
T

3N
xM

1c
 

n
.r

. 

O
rq

ui
ec

to
m

ia
 

D
ire

ita
 1

1/
08

/8
3,

 
ne

ga
tiv

o 
pa

ra
 

ne
op

la
si

a 
– 

C
rip

to
rq

ui
di

a 
es

qu
er

da
 –

 
or

qu
ie

ct
om

ia
 

08
/0

3/
84

, p
os

iti
vo

 
pa

ra
 n

eo
pl

as
ia

. 

09
/0

3/
04

- 

16
/0

8/
04

 
5*

 

��
��
��
���

 1  

78
 

A
de

no
ca

rc
in

om
a 

de
 P

ró
st

at
a 

(+
) 

N
eg

at
iv

a 
69

 
7(

3+
4)

 
8,

1 
0,

03
 

pT
3a

N
0M

0 
N

ão
 

N
ão

 
01

/1
99

3-
 

03
/2

00
5 

14
6 

 2  

P
29

‡  
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 P
ró

st
at

a 
(+

) 
N

eg
at

iv
a 

68
 

5(
2+

3)
 

10
,5

 
0,

02
 

T
2c

N
0M

0 
T

io
 C

aP
 

?
 

N
ão

 
15

/0
7/

96
- 

12
/2

00
6 

12
5 

  3
 

 

P
30

‡  

A
de

no
ca

rc
in

om
a 

de
 P

ró
st

at
a 

(+
) 

N
eg

at
iv

a 
61

 
6(

3+
3)

 
0,

4 
0,

0 
T

2c
N

0M
0 

N
ão

 
N

ão
 

11
/1

2/
96

- 

12
/2

00
6 

12
0 



  

36 

 4 
P

31
‡  

A
de

no
ca

rc
in

om
a 

de
 P

ró
st

at
a 

(+
) 

N
eg

at
iv

a 
71

 

G
ra

u 
3 

(n
ão

 
co

ns
ta

 o
 

es
co

re
) 

n
.r

. 
1,

75
 

pT
1b

N
0M

0 
Ir

m
ão

s 
C

a 
?

 
R

ad
io

te
ra

pi
a 

em
 

08
/1

98
7 

16
/0

7/
87

- 

08
/0

6/
05

 

21
5 

– 
ób

ito
 

po
r 

ou
tr

as
 

ca
us

as
 

5 
P

32
‡  

A
de

no
ca

rc
in

om
a 

de
 P

ró
st

at
a 

(+
) 

N
eg

at
iv

a 
70

 
6(

3+
3)

 
n

.r
. 

0,
1 

T
2c

N
0M

0 
n

.r
. 

H
or

m
on

al
: Z

ol
ad

ex
 

de
 1

99
9 

a 
20

01
 

A
nd

ro
cu

r 
de

sd
e 

20
01

 

02
/1

0/
96

- 

16
/1

1/
06

 
12

1 
 

��
��
��
����

1 
15

 
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(+

) 
N

eg
at

iv
a 

 68
  

 

7(
3+

4)
 

 

 

12
,1

0 

 

0,
10

 
T

2b
N

0M
0 

Ir
m

ão
 C

a 
pâ

nc
re

as
, 

pr
im

o 
C

a?
 

N
ão

 
18

/0
4/

01
- 

3/
5/

20
03

 

25
*  

2 
48

‡  
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(+

) 
N

eg
at

iv
a 

56
 

6(
3+

3)
 

2,
5 

0,
0 

pT
2b

N
0M

0 
P

ai
 C

aP
 

?
 Ir

m
ão

 
H

N
P

 
N

ão
 

15
/0

8/
01

- 

06
/2

00
7 

88
 

3 
70

‡  
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(+

) 
N

eg
at

iv
a 

71
 

7(
4+

3)
 

9,
94

 
0,

03
 

T
2c

N
0M

0 
n

.r
. 

N
ão

 
08

/1
1/

01
- 

05
/2

00
4 

74
 -

 ó
bi

to
 p

or
 

en
fis

em
a 

pu
lm

on
ar

 

4 
16

6 
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(-

) 
e 

P
IN

 (
+)

 
N

eg
at

iv
a 

 65
  

8(
3+

5)
 

6,
93

 
n

.r
. 

T
2c

N
0M

0 
N

ão
 

N
ão

 
12

/0
5/

05
- 

n
.r

. 

P
er

di
do

 
S

eg
ui

m
en

to
 



  

37 

5 
17

7 
A

de
no

ca
rc

in
om

a 
de

 p
ró

st
at

a 
(+

) 
N

eg
at

iv
a 

61
 

7(
3+

4)
 

11
,0

 
0,

0 
T

2c
N

0M
0 

N
ão

 
N

ão
 

15
/0

2/
06

- 

24
/0

4/
07

 
14

 

��
��
���
��.

/��
��
���

��
	�

 ( 
‡  )

 C
as

o
s 

av
al

ia
d

o
s 

ta
m

b
ém

 p
o

r 
C

G
H

-a
rr

ay
; 

( 
+ 

) 
am

os
tr

a 
ut

ili
za

da
 n

es
se

 e
st

ud
o,

 (
 -

 )
 a

m
os

tr
a 

nã
o 

in
cl

uí
da

, 
 (

n
.r

.)
 n

ão
 r

ef
er

id
o,

 (
 *

 )
 s

em
 in

fo
rm

aç
õe

s 
re

ce
nt

es
,(

 ?
 )

 ti
po

 d
e 

câ
nc

er
 n

ão
 d

et
er

m
in

ad
o,

 (
H

N
P

) 
H

ip
er

pl
as

ia
 n

od
ul

ar
 d

e 
pr

ós
ta

ta
, (

P
IN

) 
N

eo
pl

as
ia

 In
tr

ae
pi

te
lia

l d
e 

P
ró

st
at

a.
 



  

38 

 T
ab

el
a 

3.
 C

ar
ac

te
riz

aç
ão

 c
lín

ic
a,

 h
is

to
pa

to
ló

gi
ca

 e
 d

ad
os

 d
e 

se
gu

im
en

to
 d

os
 p

ac
ie

nt
es

 c
uj

as
 a

m
os

tr
as

 fo
ra

m
 u

sa
da

s 
na

 a
ná

lis
e 

de
 e

xp
re

ss
ão

 
gê

ni
ca

 

��
�

��
	�
�
��
��
��

�	
��
��
��
��

��
�	
��
�


 
��
��
&�

!�
"#
�
$%
�


 
��
�*
	�

!�
"#
�
$%
�

��
��

0�
+�
	�
*�
���
1�
�
����

��
��
��
,�
��
��

��
��
	�
�	
�2�
��
���

��,
��
��
��
���

��
��
�

��
��
��
��
���
�
��
��
��
�

-�
��
���
�(
�"
��#
�*
)�
��
'�

3�
���

��
��
��
��
��

 �
"�
��
��
��
�!�

�	
�	
%�

��
��
��
��

���
��


�*
	�
��
��!
��

%
���
��
	�
��

1c  
1T

 
65

 
7(

4+
3)

 
13

,9
4 

0,
23

 
pT

2b
 

- 
- 

12
/1

1/
20

01
 

78
 

13
/5

/2
00

8 

2 
2T

 
56

 
7(

3+
4)

 
21

,9
 

0,
46

 
pT

3b
 

- 
C

a 
lín

gu
a 

3/
9/

20
01

 

53
 

9/
2/

20
06

 

3 
3T

 
64

 
7(

4+
3)

 
9,

2 
0,

03
 

pT
3a

 
- 

- 

24
/4

/2
00

2 

29
 

24
/9

/2
00

4 

4 
4T

 
72

 
7(

4+
3)

 
7,

32
 

0 
pT

3a
 

- 
- 

25
/8

/2
00

3 

31
 

 5
/4

/2
00

6 

5 
7T

 
55

 
7(

4+
3)

 
14

 
0,

92
 

pT
3a

 
- 

- 

11
/4

/2
00

3 

57
 

1/
1/

20
08

 

6 
8T

 
48

 
7(

3+
4)

 
7,

6 
0,

05
 

pT
2b

 
- 

- 

19
/5

/2
00

3 

55
 

1/
1/

20
08

 

7 
9T

 
58

 
7(

3+
4)

 
8,

6 
0,

05
 

pT
2b

 
+

 
- 

12
/1

2/
20

03
 

49
 

16
/1

/2
00

8 



  

39 8 
10

T
 

61
 

7(
3+

4)
 

17
,8

 
0,

94
 

pT
2b

 
- 

Li
nf

om
a 

21
/1

1/
20

03
 

53
 

15
/4

/2
00

8 

9 
11

T
 

54
 

7(
3+

4)
 

7,
3 

0,
05

 
pt

2a
 

- 
- 

16
/6

/2
00

4 

8 
22

/2
/2

00
5 

10
 

12
T

 
60

 
7(

3+
4)

 
4,

22
 

0,
94

 
pT

3a
 

- 
- 

23
/6

/2
00

4 

19
 

26
/1

/2
00

6 

11
 

13
T

 
64

 
7(

3+
4)

 
7,

5 
0,

05
 

pT
3a

 
+

 
- 

3/
7/

20
04

 

43
 

 2
4/

1/
20

08
 

12
 

14
T

 
71

 
7(

3+
4)

 
7,

1 
0,

2 
pT

3a
 

- 
C

E
C

 la
rin

ge
 

2/
7/

20
04

 

45
 

 2
5/

3/
20

08
 

13
 

15
T

 
56

 
7(

3+
4)

 
9,

6 
0,

05
 

pT
4a

 
- 

- 

9/
8/

20
04

 

43
 

 1
4/

3/
20

08
 

14
 

16
T

 
66

 
7(

3+
4)

 
33

,6
1 

0,
3 

pT
2b

 
- 

- 

9/
12

/2
00

5 

29
 

30
/4

/2
00

8 

15
 

17
T

 
55

 
7(

4+
3)

 
22

,1
 

0 
pT

3a
 

- 
- 

8/
11

/2
00

4 

29
 

 3
0/

3/
20

07
 

16
 

18
T

 
72

 
7(

3+
4)

 
6,

8 
0,

05
 

pT
3a

 
- 

- 

22
/1

0/
20

04
 

42
 

10
/4

/2
00

8 



  

40 17
 

19
T

 
60

 
7(

3+
4)

 
5,

2 
0,

05
 

pT
3a

 
- 

- 

13
/1

2/
20

04
 

39
 

5/
3/

20
08

 

18
 

20
T

 
79

 
7(

4+
3)

 
8,

63
 

  
pT

2b
 

- 
- 

7/
4/

20
05

 

22
 

6/
2/

20
07

 

19
 

21
T

 
62

 
7(

3+
4)

 
20

,2
8 

0,
32

 
pT

3a
 

- 
- 

1/
6/

20
05

 

32
 

13
/2

/2
00

8 

20
 

22
T

 
73

 
7(

3+
4)

 
21

,8
7 

0,
12

 
pT

3b
 

+
 

- 

23
/6

/2
00

5 

36
 

 1
/7

/2
00

8 

21
 

23
T

 
63

 
7(

3+
4)

 
7,

6 
0,

4 
pT

3a
 

- 
- 

25
/7

/2
00

5 

30
 

22
/1

/2
00

8 

22
 

24
T

 
50

 
7(

3+
4)

 
18

,1
6 

1,
76

 
pT

2b
 

+
 

- 

28
/7

/2
00

3 

25
 

 5
/9

/2
00

5 

23
 

25
T

 
57

 
7(

3+
4)

 
4,

6 
0,

03
 

pt
2a

 
- 

- 

3/
6/

20
02

 

48
 

 2
/6

/2
00

6 

24
 

26
T

 
58

 
7(

3+
4)

 
2,

4 
0 

pT
2b

 
+

 
- 

28
/9

/2
00

2 

65
 

 5
/3

/2
00

8 

25
 

27
T

 
69

 
7(

3+
4)

 
20

,3
 

0 
pT

4a
 

- 
- 

18
/1

/2
00

3 

35
 

 1
/1

/2
00

6 



  

41 26
 

28
T

 
62

 
7(

3+
4)

 
5,

74
 

0,
05

 
pT

2b
 

- 
- 

9/
2/

20
04

 

49
 

 1
1/

3/
20

08
 

27
 

29
T

 
65

 
7(

4+
3)

 
16

,5
 

0,
05

 
pT

3a
 

- 
C

a 
pu

lm
ão

 

28
/7

/2
00

4 

44
 

 3
/4

/2
00

8 

28
 

30
T

 
70

 
7(

3+
4)

 
10

,3
 

0,
01

 
pT

3a
 

- 
- 

27
/8

/2
00

4 

18
 

 9
/3

/2
00

6 

29
 

31
T

 
61

 
7(

3+
4)

 
5,

7 
0,

05
 

pt
2a

 
- 

- 

5/
1/

20
04

 

30
 

 2
6/

6/
20

06
 

30
 

32
T

 
63

 
7(

3+
4)

 
3,

93
 

0,
01

 
pT

2b
 

- 
- 

10
/1

2/
20

04
 

34
 

2/
10

/2
00

7 

31
 

33
T

 
67

 
7(

3+
4)

 
23

,3
 

0,
42

 
pT

3b
 

- 
- 

16
/2

/2
00

5 

31
 

24
/9

/2
00

7 

32
 

34
T

 
74

 
7(

3+
4)

 
6,

3 
0,

05
 

pt
2a

 
- 

- 

27
/4

/2
00

5 

36
 

 2
4/

4/
08

 

33
 

35
T

 
60

 
7(

3+
4)

 
32

,0
5 

0,
31

 
pT

3a
 

- 
- 

1/
7/

20
06

 

5 
16

/1
1/

20
06

 

34
 

36
T

 
68

 
7(

3+
4)

 
6,

21
 

0,
02

 
pT

2b
 

- 
- 

2/
9/

20
06

 

21
 

 2
6/

5/
20

08
 



  

42 35
 

37
T

 
60

 
6(

3+
3)

 
10

 
0,

03
 

pT
2b

 
+

 
- 

11
/9

/2
00

0 

93
 

30
/6

/2
00

8 

36
b

,c
,d

 
38

T
 

43
 

9(
5+

4)
 

9,
9 

0,
7 

pT
X

N
1M

1c
 

- 
- 

14
/3

/2
00

1 
23

 ó
bi

to
 p

el
a 

do
en

ça
 

(0
7/

10
/0

6)
 

18
/2

/2
00

3 

37
 

39
T

 
47

 
6(

3+
3)

 
1,

8 
  

pT
2b

 
- 

- 

25
/4

/2
00

1 

64
 

 1
7/

8/
20

06
 

38
 

40
T

 
53

 
6(

3+
3)

 
1,

8 
0,

02
 

pT
2b

 
+

 
- 

21
/1

2/
20

00
 

74
 

9/
3/

20
07

 

39
 

41
T

 
61

 
7(

3+
4)

 
6,

23
 

0,
02

 
pT

3a
 

- 
- 

9/
10

/2
00

1 

71
 

 2
0/

9/
20

07
 

40
 

42
T

 
61

 
7(

3+
4)

 
6,

23
 

0,
02

 
pT

3a
 

- 
- 

9/
10

/2
00

1 

71
 

20
/9

/2
00

7 

41
 

43
T

 
59

 
6(

3+
3)

 
3,

4 
0,

22
 

pT
2b

 
- 

- 

21
/9

/2
00

1 

76
 

 1
5/

1/
20

08
 

42
 

44
T

 
66

 
5(

3+
2)

 
11

,7
 

0 
pT

3a
 

- 
- 

20
/6

/2
00

1 

78
 

 2
/1

/2
00

8 

43
 

45
T

 
67

 
5(

3+
2)

 
8,

7 
0,

02
 

pT
2b

 
+

 
- 

29
/1

/2
00

1 

59
 

 1
/1

/2
00

6 



  

43 44
 

46
T

 
60

 
6(

3+
3)

 
17

,1
 

0,
3 

pT
2b

 
- 

- 

17
/1

/2
00

1 

85
 

26
/2

/2
00

8 

45
 

47
T

 
57

 
5(

2+
3)

 
8,

2 
0,

5 
pT

2b
 

+
 

- 

8/
1/

20
00

 

87
 

 2
0/

4/
20

07
 

46
 

49
T

 
67

 
7(

3+
4)

 
14

,8
 

0,
01

 
pT

3a
 

- 
- 

19
/2

/2
00

1 

84
 

 1
4/

2/
20

08
 

47
c  

50
T

 
62

 
7(

3+
4)

 
s.

i..
 

0,
75

 
pT

4b
 

- 
- 

21
/2

/2
00

1 

83
 

 7
/2

/2
00

8 

48
 

51
T

 
? 

7(
3+

4)
 

s.
i..

 
s.

i..
 

pT
3b

 
- 

- 

28
/2

/2
00

1 
32

 ó
bi

to
 p

or
 

an
eu

ris
m

a 
ce

re
br

al
 

 3
0/

10
/0

3 

49
 

88
 

65
 

7(
4+

3)
 

5,
82

 
0 

pT
3a

 
Ir

m
ão

 C
aP

 
H

ep
at

oc
ar

ci
no

m
a 

po
r 

he
pa

tit
e 

C
 

5/
8/

20
02

 

46
 

5/
6/

20
06

 

50
 

16
2 

58
 

7(
3+

4)
 

>
4,

0 
0,

06
 

pT
3a

 
- 

- 

3/
3/

20
05

 

nd
 

P
er

di
do

 s
eg

ui
m

en
to

 

51
 

16
8 

70
 

8(
5+

3)
 

4,
45

 
0 

pT
3a

 
F

ilh
a 

C
a 

m
am

a 
- 

29
/6

/2
00

5 

28
 

19
/1

0/
20

07
 

52
 

17
0 

70
 

8(
5+

3)
 

4,
98

 
0,

1 
pT

2c
 

- 
- 

17
/8

/2
00

5 

12
 

22
/8

/2
00

6 



  

44 

P
er

di
do

 s
eg

ui
m

en
to

 

53
 

17
4 

60
 

6(
3+

3)
 

8,
09

 
0 

pT
2c

 
- 

- 

28
/1

1/
20

05
 

23
 

26
/1

0/
20

07
 

54
 

17
6 

62
 

7(
4+

3)
 

37
,2

1 
0,

2 
pT

3a
 

- 
- 

15
/2

/2
00

6 

18
 

23
/8

/2
00

7 

55
 

18
1 

71
 

7(
3+

4)
 

9,
5 

0,
02

 
pT

2c
 

Ir
m

ão
s 

C
aP

 
- 

15
/3

/2
00

6 

25
 

8/
4/

20
08

 

56
 

18
2 

65
 

6(
3+

3)
 

5,
38

 
0 

pT
2c

 
- 

- 

22
/3

/2
00

6 

19
 

23
/1

0/
20

07
 

57
 

18
4 

64
 

8(
5+

3)
 

7,
39

 
0,

3 
pT

3a
 

P
ai

 C
a 

B
ex

ig
a 

- 

5/
4/

20
06

 

21
 

22
/1

/2
00

8 

58
 

18
6 

53
 

8(
3+

5)
 

11
,3

6 
0 

pT
3a

 
- 

C
on

ta
m

in
aç

ão
 p

or
 m

et
ai

s 
pe

sa
do

s 

27
/4

/2
00

6 

18
 

17
/1

0/
20

07
 

59
b
 

18
7 

63
 

7(
3+

4)
 

5,
48

 
1,

08
 

pT
2c

 
Ir

m
ão

 C
aP

 
- 

19
/4

/2
00

6 

21
 

7/
1/

20
08

 

60
b
 

18
8 

65
 

7(
3+

4)
 

7,
22

 
0,

84
 

pT
2c

 
M

ãe
 C

a 
m

am
a 

- 

3/
5/

20
06

 

20
 

14
/9

/2
00

7 

61
 

18
9 

70
 

7(
3+

4)
 

6,
87

 
0 

pT
3a

 
- 

C
a 

ba
so

ce
lu

la
r 

em
 fa

ce
 

11
/5

/2
00

6 
19

 



  

45 

14
/1

2/
20

07
 

62
 

19
0 

71
 

6(
3+

3)
 

3,
1 

0 
pT

2c
 

- 
- 

17
/5

/2
00

6 

20
 

8/
1/

20
08

 

63
 

19
5 

59
 

7(
3+

4)
 

21
,4

 
0,

04
 

pT
2c

 
- 

- 

17
/8

/2
00

6 

20
 

22
/4

/2
00

8 

64
 

19
8 

49
 

7(
3+

4)
 

4,
1 

0 
pT

2c
 

- 
- 

1/
11

/2
00

6 

11
 

16
/1

0/
20

07
 

65
 

19
9 

65
 

6(
3+

3)
 

7,
3 

0 
pT

2c
 

Ir
m

ão
 C

a 
ca

be
ça

 
e 

pe
sc

oç
o 

- 

13
/1

1/
20

06
 

10
 

16
/9

/2
00

7 

66
 

20
0 

60
 

7(
3+

4)
 

11
,6

7 
0 

pT
3a

 
- 

- 

22
/1

1/
20

06
 

4 
27

/3
/2

00
7 

67
 

20
1 

64
 

7(
4+

3)
 

37
,9

5 
0,

7 
pT

3b
 

- 
- 

10
/1

/2
00

7 

17
 

6/
11

/2
00

7 

68
 

20
2 

71
 

7(
3+

4)
 

13
,7

5 
0 

pT
2c

 
- 

- 

18
/1

/2
00

7 

7 
28

/8
/2

00
7 

69
 

20
3 

69
 

8(
3+

5)
 

>
4,

0 
0 

pT
3a

 
- 

- 

14
/2

/2
00

7 

16
 

21
/6

/2
00

7 

70
 

20
5 

67
 

7(
3+

4)
 

5,
96

 
0,

03
 

pT
2c

 
- 

- 
28

/2
/2

00
7 

9 



  

46 

27
/1

1/
20

07
 

71
 

20
7 

56
 

7(
3+

4)
 

8,
5 

0,
2 

pT
2c

 
- 

C
a 

re
na

l e
 m

et
ás

ta
se

 h
ep

át
ic

a 

14
/3

/2
00

7 

10
 

25
/3

/2
00

8 

72
 

20
9 

52
 

6(
3+

3)
 

4,
5 

0 
pT

3a
 

- 
- 

25
/4

/2
00

7 

7 
27

/1
1/

20
07

 

73
 

21
3 

65
 

6(
3+

3)
+

 
ár

ea
s 

5 
7 

0 
pT

3a
 

- 
- 

18
/7

/2
00

7 

4 
9/

11
/2

00
7 

74
 

21
7 

62
 

6(
3+

3)
 

6,
95

 
nd

 
pT

3a
 

- 
- 

2/
8/

20
07

 

N
d 

P
er

di
do

 s
eg

ui
m

en
to

 

75
 

21
8 

74
 

6(
3+

3)
 

4,
84

 
nd

 
pT

2c
 

- 
- 

15
/8

/2
00

7 

N
d 

P
er

di
do

 s
eg

ui
m

en
to

 

+�
��
��
��	

���
��

��
���
��
��


��
	�
��
��!
+�


%
���
��
	�
��
�

1 
16

0 
68

 
7(

4+
3)

 
4,

64
 

0 
pT

2c
 

- 
- 

26
/1

/2
00

5 

30
 

10
/7

/2
00

7 

2 
20

8 
72

 
5(

2+
3)

 
8,

56
 

3,
85

 
pT

2c
 

- 
- 

26
/3

/2
00

7 

12
 

25
/3

/2
00

8 

3 
21

1 
67

 
6(

3+
3)

 
7,

8 
0 

pT
2c

 
- 

- 

23
/5

/2
00

7 

8 
9/

1/
20

08
 



  

47 4 
21

3 
65

 
6(

3+
3)

+
 

ár
ea

s 
5 

7 
0 

pT
3a

 
- 

- 

15
/7

/2
00

5 

28
 

9/
11

/2
00

7 

5 
21

4 
68

 
7(

3+
4)

 
8 

0 
pT

3a
 

- 
- 

20
/7

/2
00

7 

4 
13

/1
1/

20
07

 

6 
21

8 
74

 
6(

3+
3)

 
4,

84
 

nd
 

pT
2c

 
- 

- 

15
/8

/2
00

7 

N
d 

P
er

di
do

 s
eg

ui
m

en
to

 

��
�"
��

��
��(
�"
���

�!�
��
��
��
��
4��

��
��
���

���
�
��
2�5
�	�
��
�"
���

�
��
��
���

�
���

	6
��
���
��
��
��
��
�	
��%
���
��
	�
��

1 
70

 
71

 
7(

4+
3)

 
9,

94
 

0,
03

 
pT

2c
 

- 
- 

8/
11

/2
00

1 
74

 -
 ó

bi
to

 p
or

 
en

fis
em

a 
pu

lm
on

ar
 

1/
5/

20
04

 

2 
88

 
65

 
7(

4+
3)

 
5,

82
 

0,
37

 
pT

3a
 

Ir
m

ão
 C

aP
 

H
ep

at
oc

ar
ci

no
m

a 
po

r 
he

pa
tit

e 
C

 

5/
8/

20
02

 

46
 

5/
6/

20
06

 

3b
 

17
2 

67
 

8(
3+

5)
 

28
,6

4 
1,

04
 

pT
3c

 
- 

- 

19
/1

0/
20

05
 

32
 

30
/7

/2
00

7 

4b
 

17
3 

71
 

7(
3+

4)
 

17
,6

8 
0,

1 
pT

3b
 

F
ilh

a 
m

el
an

om
a 

H
D

 d
e 

m
et

ás
ta

se
 e

m
 a

rt
ic

ul
aç

ão
 

sa
cr

o-
ilí

ac
a 

9/
11

/2
00

5 

26
 

16
/2

/2
00

7 

5 
17

9 
64

 
7(

3+
4)

+
 

ár
ea

s 
5 

5,
63

 
0 

pT
3a

 
- 

- 

9/
3/

20
06

 

21
 

17
/1

2/
20

07
 

6 
19

3 
69

 
7(

3+
4)

+
 

19
,3

6 
0,

1 
pT

2c
 

- 
- 

18
/7

/2
00

6 
18

 



  

48 

ár
ea

s 
5 

8/
1/

20
08

 

7 
19

6 
64

 
9(

4+
5)

 
7 

s.
i. 

pT
3b

 
- 

- 

17
/1

0/
20

06
 

N
d 

P
er

di
do

 s
eg

ui
m

en
to

 

8 
20

4 
63

 
6(

3+
3)

 
6,

97
 

0 
pT

2c
 

- 
- 

14
/2

/2
00

7 

3 
21

/5
/2

00
7 

9 
20

5 
67

 
7(

3+
4)

 
5,

96
 

0,
03

 
pT

2c
 

- 
- 

28
/2

/2
00

7 

9 
27

/1
1/

20
07

 

10
 

20
6 

61
 

7(
3+

4)
 

7,
77

 
0 

pT
2a

 
- 

- 

7/
3/

20
07

 

10
 

8/
1/

20
08

 

11
 

20
8 

72
 

5(
2+

3)
 

8,
56

 
2,

07
 

pT
2c

 
- 

- 

26
/3

/2
00

7 

12
 

25
/3

/2
00

8 

12
 

21
0 

68
 

6(
3+

3)
 

11
,0

8 
0 

pT
2b

 
- 

- 

23
/5

/2
00

7 

8 
8/

1/
20

08
 

13
 

21
1 

67
 

6(
3+

3)
 

7,
8 

0 
pT

2c
 

- 
- 

23
/5

/2
00

7 

8 
9/

1/
20

08
 

14
 

21
2 

52
 

6(
3+

3)
 

nd
 

0,
29

 
pT

2a
 

- 
- 

4/
7/

20
07

 

1 
10

/8
/2

00
7 

15
 

21
3 

65
 

6(
3+

3)
+

 
7 

0 
pT

3a
 

- 
- 

18
/7

/2
00

7 
4 



  

49 

ar
ea

s 
5 

9/
11

/2
00

7 

16
 

21
4 

68
 

7(
3+

4)
 

8 
0 

pT
3a

 
- 

- 

20
/7

/2
00

7 

4 
13

/1
1/

20
07

 

17
 

21
5 

52
 

6(
3+

3)
 

3,
97

 
0 

pT
2a

 
- 

- 

19
/7

/2
00

7 

4 
5/

11
/2

00
7 

18
 

21
6 

75
 

6(
3+

3)
 

9,
44

 
0 

pT
2c

 
- 

- 

1/
8/

20
07

 

1 
25

/9
/2

00
7 

19
 

21
7 

62
 

6(
3+

3)
 

6,
95

 
0 

pT
3a

 
- 

- 

2/
8/

20
07

 

12
 

P
er

di
do

 s
eg

ui
m

en
to

 

��
���

��
��
�	
��
���
��
��
��
���
!�
�
�	
���
	��

���
��
��
�	
��	

%��
��
�	
��
�

1 
1º

 
S

V
O

 
40

 
nd

 
nd

 
nd

 
nd

 
- 

- 
2/

2/
20

07
 

ób
ito

 p
or

 o
ut

ra
s 

ca
us

as
 

2 
3º

 
S

V
O

 
49

 
nd

 
nd

 
nd

 
nd

 
- 

- 
12

/2
/2

00
7 

ób
ito

 p
or

 o
ut

ra
s 

ca
us

as
 

��
��
��
��

���
��


�*
	�
��
��!
��

%
���

�)
��
��
	��

���
��
�
��
��

1 
1F

1 
68

 
6(

3+
3)

 
10

,5
 

1,
12

 
T

2a
 

- 
- 

28
/3

/2
00

1 

74
 

25
/5

/2
00

7 

2 
22

F
2 

63
 

7(
3+

4)
 

5,
13

 
0 

T
2c

 
- 

- 
02

/0
5/

20
01

  
75

 



  

50 

08
/0

8/
20

07
 

3c  
27

F
1 

67
 

9(
4+

5)
 

39
,3

2 
0,

47
 

T
3c

 
- 

- 
09

/0
5/

20
01

 
05

/1
1/

20
07

 
78

 

4 
40

F
1 

69
 

6(
3+

3)
 

4,
59

 
0 

T
2b

 
- 

- 

19
/0

6/
20

01
 

11
/0

5/
20

06
 

59
 

5 
46

F
1 

66
 

8(
5+

3)
 

9,
94

 
0,

02
 

T
3c

 
- 

- 
11

/0
7/

20
01

 
22

/1
1/

20
02

 
16

 

6 
48

F
2 

56
 

6(
3+

3)
 

2,
48

 
0 

T
2 

P
ai

 C
aP

? 
e 

irm
ão

 
H

N
P

 
- 

15
/8

/2
00

1 

70
 

11
/6

/2
00

7 

7 
65

F
1 

65
 

7(
3+

4)
 

3,
38

 
0 

T
2c

 
P

ai
 C

aP
 

- 
31

/1
0/

20
01

 
11

/0
7/

20
07

 
69

 

8a,
d
 

74
F

2 
52

 
9(

4+
5)

 
12

,3
9 

0 
T

2c
 

- 
Q

ui
m

io
te

ra
pi

a 
an

te
s 

P
T

R
 (

tu
m

or
 

ab
do

m
in

al
) 

5/
12

/2
00

1 

67
 

11
/7

/2
00

7 

9 
78

F
1 

69
 

6(
3+

3)
 

8,
1 

0 
T

3a
 

- 
- 

03
/0

4/
20

02
 

04
/0

1/
20

07
 

57
 

10
 

80
F

1 
56

 
8(

3+
5)

 
25

,7
 

0,
42

 
T

3c
 

- 
- 

29
/0

4/
20

02
  

28
/0

9/
20

07
 

65
 

11
 

83
F

1 
66

 
7(

3+
4)

 
7,

33
 

0,
05

 
T

2c
 

P
ai

 c
om

 C
aP

  
M

ãe
 C

a 
fíg

ad
o 

- 

15
/5

/2
00

2 

43
 

30
/1

/2
00

6 

12
 

85
F

1 
72

 
6(

3+
3)

 
8,

76
 

0 
T

2c
 

- 
- 

5/
6/

20
02

 
63

 



  

51 

4/
9/

20
07

 

13
 

88
F

1 
65

 
8(

4+
4)

 
6,

8 
0,

4 
T

3a
 

Ir
m

ão
 C

aP
 

- 

5/
8/

20
02

 

46
 

5/
6/

20
06

 

14
 

91
F

1 
63

 
6(

3+
3)

 
9,

16
 

0 
T

2a
 

Ir
m

ão
 H

N
P

 -
 

pr
im

o 
C

aP
 

- 

11
/9

/2
00

2 

59
 

6/
8/

20
07

 

15
 

16
8F

1 
70

 
9(

5+
4)

 
4,

45
 

0 
T

3a
 

fil
ha

 C
a 

m
am

a 
- 

29
/0

6/
20

05
 

19
/1

0/
20

07
 

28
 

16
 

16
9F

1 
53

 
6(

3+
3)

 
1,

53
 

0 
T

2c
 

- 
- 

13
/0

7/
20

05
 

10
/0

1/
20

08
 

30
 

17
 

18
5F

1 
59

 
7(

3+
4)

 
3,

5 
0 

T
3a

 
- 

- 

12
/4

/2
00

6 

21
 

7/
1/

20
08

 

18
 

P
29

 
68

 
5(

2+
3)

 
10

,5
 

0,
02

 
?

 
T

io
 C

aP
  

- 

15
/7

/1
99

6 

12
5 

1/
12

/2
00

6 

��
���

��
��
�	
��
���
��
��
��
���
!�
�
�	
���
	��

���
��
��
��
	��

	%
���

��)
��
��
	��

���
��
�
��
��

1 
S

V
O

 3
 

49
 

nd
 

nd
 

nd
 

nd
 

- 
- 

12
/2

/2
00

7 
ób

ito
 p

or
 o

ut
ra

s 
ca

us
as

 

2 
S

V
O

 4
 

52
 

nd
 

nd
 

nd
 

nd
 

- 
- 

27
/2

/2
00

7 
ób

ito
 p

or
 o

ut
ra

s 
ca

us
as

 

 (*
) 

to
do

s 
os

 p
ac

ie
nt

es
 d

es
se

 e
st

ud
o 

ap
re

se
nt

ar
am

 N
0 

e 
M

0 
ao

 d
ia

gn
ós

tic
o;

 (
a)

 o
rq

ui
ec

to
m

ia
 b

ila
te

ra
l; 

(b
) 

ra
di

ot
er

ap
ia

; 
(c

) 
ho

rm
on

io
te

ra
pi

a;
 n

d
.: 

in
fo

rm
aç

ão
 

nã
o 

di
sp

on
ív

el
; P

T
R

: p
ro

st
at

ec
to

m
ia

 r
ad

ic
al

; H
D

: h
ip

ót
es

e 
di

ag
nó

st
ic

a;
 C

a:
 c

ân
ce

r.
  



���������	
������������������������������������������ ������� ������� ������� �����

53 
 

Processamento do Tecido 

 

Amostras congeladas  

 

As amostras a fresco de carcinomas prostáticos, primários e não tratados, 

coletadas e armazenadas a -80ºC foram microdissecadas manualmente. A partir de 

cortes de congelação seqüenciais de 5 �m, realizado em criostato (Leica), foram 

preparadas lâminas como referência, sendo coradas com hematoxilina e eosina (HE). 

Utilizando-se microscópio óptico delimitou-se a área de maior concentração de células 

tumorais (>80%) e sob lupa estereoscópica se deu a microdissecção. A primeira e a 

última lâmina resultantes da porção da região microdissecada foram coradas com 

hematoxilina-eoxina para avaliação da consistência entre ambas. 

Para a análise de qRT-PCR as amostras congeladas foram microdissecadas 

após ser delimitada a região de maior concentração de células tumorais  (>80%) nas 

lâminas de referência (coradas com HE). Para que o material permanecesse 

congelado, foi utilizado nitrogênio líquido durante o procedimento. Utilizou-se lâminas 

de corte novas (Disposable Microtome Blades - Leica) e material estéril (pinças, placas 

de Petri, tubos de 1,5mL) para a manipulação dos tecidos. 

 

Amostras de arquivo em blocos de parafina 

 

Além das amostras a fresco, foram incluídas amostras de arquivo em blocos de 

parafina na análise de HR-CGH, as quais foram microdissecadas a laser. As amostras 

incluídas em parafina passaram por cortes histológicos de 5-10 μm para a confecção 

de lâminas. Os cortes foram então microdissecados a laser para seleção e captura de 

500-2000 células tumorais, com a utilização do aparelho Pix Cell II Laser Capture 

Microdissection (Arcturus, Inc., Califórnia, EUA), pertencente ao Departamento de 

Patologia da Faculdade de Medicina – UNESP Botucatu, com a colaboração da Dra. 

Maria Luiza Cotrim Sartor de Oliveira.  

As amostras de arquivo em blocos de parafina (Tabela 3) utilizadas na 

validação por qRT-PCR foram microdissecadas manualmente com a utilização de 

punchs estéreis de 4-5mm de diâmetro de acordo com o tamanho da área tumoral. 

Lâminas contendo cortes histológicos de cada bloco foram avaliadas e sendo 
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selecionados apenas os blocos que continham uma concentração de área tumoral 

maior que 5 mm de diâmetro e, nessa área, a prevalência de mais de 70% de células 

tumorais. De cada região microdissecada (fragmento) foi dado o escore de Gleason, 

sendo este o constante na Tabela 3.  

 

Métodos utilizados na análise de HR-CGH 

 

Extração de DNA 
�

O tecido tumoral microdissecado e o resultante da microdissecção a laser, 

aderido ao Cap Sure, foram colocados em tubos de microcentrífuga. O DNA foi então 

extraído segundo o procedimento de Isola et al., (1994) com modificações. 

Brevemente, os cortes microdissecados foram submetidos a retirada da parafina com 

xilol, lavagem em álcool, e em seguida incubados em tampão de digestão (10 mM Tris 

pH 8,3; 1 mM EDTA; 0.5% Tween 20; 500 ug/mL de Proteinase K) durante 12 horas a 

37oC. Os tubos com as amostras microdissecadas a laser foram invertidos para 

permitir a ação dos tampões de digestão, procedeu-se a centrifugação e então o cap 

foi removido e observado para verificar a permanência de células não-digeridas. 

Em seguida, a enzima foi inativada por aquecimento a 95oC durante 10 

minutos. O DNA foi extraído utilizando-se 1mL de solução de fenol saturado, seguido 

de 1mL solução de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1) e por fim 1mL de 

clorofórmio: álcool isoamílico (24:1).O sobrenadante final foi transferido para outro 

tubo onde foi feita a precipitação do DNA adicionando-se etanol absoluto gelado e 

acetato da amônio 7M que permaneceu durante a noite a -20°C. Após centrifugação a 

14.000 rpm por 20 minutos o precipitado obtido foi dissolvido e quantificado em 

espectrofotômetro (Nanodrop Technologies, USA). 

 

SCOMP (Single Cell Comparative Genomic Hybridization) 

 

O DNA obtido (300-1200ng) foi diretamente utilizado na metodologia de 

SCOMP. As reações de clivagem com a endonuclease de restrição MseI, ligação dos 

adaptadores e primeira amplificação pela PCR foram realizadas no mesmo tubo para 

prevenir a perda de fragmentos genômicos. Inicialmente, o DNA foi submetido à 
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clivagem com 24U da endonuclase de restrição MseI (alta concentração, New England 

Biolabs), em tampão universal (10mM de Tris-acetato pH 7.5, 10mM de acetato de 

magnésio, 50mM de acetato de potássio) a 37ºC durante 3 horas. A enzima foi 

inativada a 65ºC durante 5 minutos. 

Em um tubo separado, os adaptadores foram formados pelo pareamento dos 

oligonuclotídeos LIB1 (5´-AGTGGGATTCCTGCTGTCAGT-3´) e ddMseI (5´-

TAACTGACAGCdd-3´). Uma solução contendo 15nM de cada oligonucleotídeo em 

tampão universal foi submetida a um gradiente decrescente de temperatura de 65º a 

15ºC (1 minuto por ºC). Após o pareamento dos oligonucleotídeos adaptadores, foram 

adicionados 1μL de dATP 10mM e 5U de T4 DNA ligase (Invitrogen – Life 

Thecnologies). Esta mistura foi transferida ao DNA tratado com a endonuclease MseI 

e incubada a 15ºC por 12 horas.   

Após a ligação dos adaptadores, utilizou-se o kit Expand Long PCR System 

(Roche) para a amplificação primária. A reação foi realizada em um volume final de 

41μL contendo 2.5mM de cada dNTP, 3,0μLde Expand Long Template buffer 1, 1.0μL 

Expand Long Template Pol. Mix 3,5U/μL e 35μL de água ultra pura estéril. A 

amplificação foi realizada em um termociclador programável PTC 200 (MJ Research) e 

consistiu de 1 ciclo de 68ºC por 3 minutos; 15 ciclos de 94ºC por 40 segundos, 57ºC 

por 30 segundos e 68ºC por 1 minuto e 30 segundos com 1 segundo adicional/ciclo; 8 

ciclos de 94ºC por 40 segundos, 57ºC por 30 segundos com 1 segundo adicional/ciclo 

e 68ºC por 1 minuto e 45 segundos com 1 segundo adicional/ciclo; 22 ciclos de 94ºC 

por 40 segundos, 65ºC por 30 segundos, 68ºC por 1 minuto e 53 segundos com 1 

segundo adicional/ciclo e 1 ciclo de 68ºC por 3 minutos e 40 segundos. Os produtos 

amplificados foram purificados usando o QIAquick PCR Amplification Kit (QIAGEN). 

 

Incorporação de Nucleotídeos Marcados 

 

Dois μL do produto purificado de cinco dessas amostras foram utilizados como 

molde numa segunda reação de amplificação para marcação dos fragmentos. As 

condições de reação foram de 3.0μLde Expand Long Template buffer 1, 6.0μL do 

oligonucleotídeo LIB1 10μM, 8.75mM de 7/8 Nucleotide Mix 10mM de cada dGTP, 

dATP e dCTP, 5mM de dTTP e 1,75μL de digoxigenina 11-dUTP (para o DNA de 

referência) ou biotina 16-dUTP (para o DNA teste). As condições de amplificação 

foram de 1 ciclo de 94ºC por 1 minuto, 60ºC por 30 segundos, 72ºC por 2 minutos; 10 
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ciclos de 94ºC por 30 segundos, 60ºC por 30 segundos e 72ºC por 2 minutos com 20 

segundos adicionais/ciclo. 

O oligonucleotideo LIB1 foi removido pelo tratamento com a enzima de 

restrição TruI, conforme as instruções recomendadas pelo fornecedor. A enzima foi 

inativada a 65ºC por 3 horas. Alíquotas contendo 8μg de DNA teste (marcado com 

biotina 16-dUTP) e 8μg do DNA de referência (marcado com digoxigenina 11-dUTP) 

foram co-precipitadas na presença de Human Cot-1 DNA e de DNA de esperma de 

salmão. Foram adicionados 10μL de acetato de sódio 3M e 400μL de etanol absoluto 

gelado. O tubo foi mantido a -20ºC durante 12 horas ou, alternativamente, a -70ºC 

durante 1 hora. Após centrifugação a 14000 rpm, 4ºC durante 45 minutos, o 

precipitado foi lavado em etanol a 70%, centrifugado e seco a temperatura ambiente.   

 

Hibridação Genômica Comparativa de Alta Resolução (HR-CGH) 

 

Os DNAs foram dissolvidos em 30μL de Hybrisol VII à 75ºC por 15 minutos e 

mantidos à 37ºC por, no mínimo, 1h para pré-anelar. 

Para o preparo das lâminas, foram separadas aquelas com metáfases obtidas 

a partir da cultura de linfócitos (Moorhead et al., 1960), de boa qualidade, sem 

sobreposições e idade aproximada de 30 dias estocadas em temperatura ambiente. 

As lâminas foram desidratadas em etanol 70%, 80% e 90% por 5 minutos cada, e 

secas em temperatura ambiente. Após a secagem das lâminas incubou-se em 10% 

pepsina e 0,01N HCl a 5min (37ºC). As lâminas foram transferidas em 2XSSC por 5 

min (37ºC), seguidas de desidratação em série de etanol 70%, 80% e 90%. 

Incubaram-se as preparações cromossômicas em 70% formamida/2XSSC durante 2 

minutos à 72ºC para desnaturação. Após a desnaturação, transferiu-se imediatamente 

para uma série de etanol 70%, 80% e 100% gelado por 5 minutos cada. A hibridação 

se processou após a secagem da lâmina pela adição da sonda em lamínula, aplicação 

sobre a lâmina, vedação com rubber cement e incubação em câmara escura à 37ºC 

por 72 horas. Posteriormente se processou a lavagem em formamida 50%/2XSSC por 

5 minutos, duas vezes à 45ºC (solução pré-aquecida). Bloqueio com 20μL de Block I 

(0,1M Tris HCL; 0,15M NaCl; 0,5%BSA – Boehringer, Mannheim, Germany) e 20μL de 

TNB (0,1% Tween 20; 3%BSA; 4XSSC) por 30 minutos à 37ºC (câmara escura). O 

DNA biotinilado foi detectado utilizando avidina-fluoresceína isotiocianato (FITC) 

(Roche), enquanto o DNA com a digoxigenina foi detectado pelo uso de anti-dig-
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rodamina (Boehringer Mannheim, Germany), na proporção de 9:1. As lâminas foram 

sobrepostas com lamínula e incubadas em câmara escura durante 30 minutos à 37ºC. 

Procedeu-se a lavagem em 2XSSC/0,1% de Tween 20 à 45ºC durante 5 minutos, por 

quatro vezes. As lâminas foram contra-coradas com 25μL de DAPI/Antifade (Vector).  

 

Análise dos dados 

 

Foi utilizado o sistema HR-CGH da Applied Spectral Imaging (Version 4.0) para 

captura e análise da imagem. O software utilizado para a análise das imagens calcula 

uma média de FITC:rodamina e expressa este achado como um padrão 

verde:vermelho para cada metáfase com um limite de 99,5% de confiança. O limite 

inferior e superior para definição de ganhos e perdas foi estabelecido por um 

experimento de CGH controle com IMR32, uma linhagem celular de neuroblastoma. 

Foi construída uma biblioteca de amostras normais marcadas diferencialmente para 

que fosse utilizado o sistema de Hibridação Genômica Comparativa de Alta Resolução 

(HR-CGH). Foram utilizadas cinco amostras (normal X normal) marcadas 

diferencialmente (biotina X digoxigenina). Foram capturadas e analisadas 40 

metáfases de cada uma delas. Os intervalos de referência são extraídos da biblioteca 

que delimita o padrão normal dos experimentos considerando os mesmos critérios de 

seleção de metáfases, padrão de hibridação e condições gerais de análise pelo 

programa usado. O intervalo de referência é assinalado em azul e representa o 

intervalo de confiança normal. As barras indicando perdas (vermelho) e ganhos 

(verde) aparecem quando o intervalo de referência da amostra não se sobrepõe ao do 

intervalo de referência. O arquivo gerado da biblioteca de casos normais foi utilizado 

na comparação de cada um dos casos. 

Para cada caso, foram capturadas 20-25 metáfases, analisadas por 

bandamento G reverso numa resolução de 800 bandas. Cromossomos sobrepostos 

foram excluídos da análise. Na análise do perfil de interpretação para ganhos e perdas 

foram consideradas somente células que mostraram um padrão homogêneo de 

hibridação (em média 15 a 18 células). 

 

Métodos utilizados na validação por qRT-PCR 
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Isolamento do RNA total das amostras congeladas  

 

A extração de RNA total foi realizada com a utilização do RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN),segundo as recomendações do fabricante. Em resumo, aproximadamente 

30mg de tecido tumoral microdissecado foi adequadamente pulverizado em cadinho 

com nitrogênio líquido. Após a pulverização, adicionou-se 600�L do tampão RLT que 

permaneceu em temperatura ambiente até adquirir consistência líquido-viscosa pela 

lise das células do tecido. Esse material foi transferido para um tubo de 2mL, agitado 

manualmente durante 1 minuto e centrifugado por 3 minutos a 13.200 rpm em 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um outro tubo e foi 

adicionado 350�L de etanol 70% (preparado com água DEPC - Diethylpyrocarbonate). 

Essa mistura foi transferida para a mini coluna acoplada em tubo coletor e foi 

centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. Adicionou-se 

700�L do tampão RW1 na mini coluna e centrifugou-se por 15 segundos a 10.000 rpm 

em temperatura ambiente. A seguir, 500�L do tampão RPE foi adicionado na mini 

coluna e esta foi centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm em temperatura 

ambiente. A lavagem da mini coluna com o tampão RPE foi repetida. Após centrifugar 

a mini coluna por 2 minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente, esta foi 

transferida para um tubo de 1,5mL e foi adicionado nela de 15 a 25�L de água livre de 

RNase, de acordo com a quantidade de amostra. A mini coluna acoplada ao tubo foi 

centrifugada por 1 minuto a 10.000 rpm em temperatura ambiente. O RNA foi incubado 

por 2 minutos a 65ºC e em seguida colocado imediatamente em gelo. 

Em quatro amostras (172, 176, 187 e 190) foi utilizado o protocolo de extração 

de RNA por Trizol (Invitrogen). Aproximadamente 30mg de tecido tumoral 

microdissecado foi adequadamente pulverizado em cadinhos com nitrogênio líquido. 

Após a pulverização, adicionou-se 1mL de Trizol, que permaneceu em temperatura 

ambiente até adquirir consistência líquido-viscosa pela lise das células do tecido. Esse 

material foi transferido para um tubo de 2mL que foi levado ao vórtex (20 segundos) e 

incubado em temperatura ambiente por 5 minutos. A seguir foi adicionado 300�L de 

clorofórmio, homogeneizado, incubado por 3 minutos em temperatura ambiente e 

centrifugado a 14.000 rpm a 2ºC por 25 minutos. Após a centrifugação, a fase aquosa 

foi cuidadosamente transferida para um novo tubo de 1,5mL, onde se adicionou 500�L 

de isopropanol gelado para a precipitação do RNA. O tubo contendo a fase aquosa foi 

incubado por 10 minutos à temperatura ambiente e depois foi centrifugado durante 30 

minutos a 14.000 rpm a 2ºC. O sobrenadante foi removido e o pellet de RNA foi lavado 

com 1000�L de etanol 75% (diluído em água DEPC). Centrifugou-se por mais 15 
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minutos a 14.000 rpm a 2ºC e, após remoção do sobrenadante, o material foi mantido 

em temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos para secagem do pellet. O 

RNA foi ressuspendido em 25�L de água DEPC, incubado por 15 minutos a 65ºC e, 

em seguida, colocado imediatamente em gelo durante 5 minutos. 

 

Isolamento do RNA total das amostras de blocos de parafina 

 

Para a extração das amostras em blocos de parafina usou-se o Kit Recover All 

Total Nucleic Acid Isolation Kit FFPE Tissues (Ambion), segundo as recomendações 

do fabricante. Em resumo, o fragmento microdissecado, contendo aproximadamente 

35mg, foi adequadamente pulverizado em criotubos com o auxílio de bastões de vidro 

estéreis e nitrogênio líquido. Após a pulverização, adicionou-se 1mL de xilol (Merck) 

para a retirada da parafina. Essa mistura foi agitada em vórtex, aquecida a 50ºC por 3 

minutos e centrifugada por 2 minutos em temperatura ambiente em velocidade 

máxima. Essa lavagem foi repetida por mais duas vezes. O xilol foi removido, o 

sedimento foi lavado com 1mL de etanol 100% (Merck) e novamente centrifugado por 

2 minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez. O etanol foi removido e a 

amostra foi seca ao ar por 15 minutos. A seguir, foi adicionado 400�L de tampão de 

digestão, 4 �L de protease e incubado em banho seco por 3 horas a 50oC. Foi 

acrescentado 480�L de Isolation Additive e agitado em vórtex. Adicionou-se 1,1 mL de 

etanol 100%, homogeneizando com pipeta. A mistura amostra/etanol foi transferida 

para um filtro acoplado em um tubo coletor e estes foram centrifugados a 10.000 rpm 

por 60 segundos. A seguir 700 μL de Wash 1 foi adicionado no filtro e centrifugado por 

30 segundos a 10.000 rpm, 500 μL de Wash 2/3 foi adicionado no filtro e centrifugado 

por 30 segundos a 10.000 rpm. Após essas lavagens, foi realizada a digestão com 

DNase por 30 minutos e a amostra foi submetida novamente a lavagens com as 

soluções Wash 1 e Wash 2/3 como nos passos anteriores. O filtro foi transferido para 

um novo tubo estéril e foi acrescentado 30 μL de água DEPC (livre de RNase) para 

eluir o RNA. 

 

Obtenção de cDNA  

 



���������	
������������������������������������������ ������� ������� ������� �����

60 
 

Uma alíquota do RNA (1,5�L) foi checada em gel de agarose 2% corado com 

brometo de etídio e as bandas de RNA, 18S e 28S, foram visualizadas em luz 

ultravioleta (Figura 1). As amostras foram quantificadas por espectrofotometria 

(NanoDrop, MD – 1000, Spectrophotometer).  

De acordo com o resultado da quantificação do RNA, as amostras foram 

diluídas a uma concentração final de 1�g/�L. O RNA das amostras congeladas foi 

tratado com DNAseI Amplification Grade (Invitrogen - 1U/�L), antes da reação de 

transcrição. As amostras de RNA de arquivos de parafina passam por esse tratamento 

durante o processo de extração com o Kit Recover All Total Nucleic Acid Isolation Kit 

FFPE Tissues (Ambion). 

O RNA foi transcrito em um volume final de 20μl contendo 5x First-Strand 

Buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), 10 mM de cada dNTP, 

0,5μg/μL de Oligo (dT)18, 0.1M ditiotreitol e 200U da transcriptase reversa 

SuperScriptTM II (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA). A transcrição 

reversa foi realizada a 42ºC por 60 min e a reação foi subseqüentemente inativada por 

15 min a 70ºC. O cDNA foi estocado a -70ºC.  

 

 

 
 

Figura 1. Imagem do gel de agarose 2% corado por brometo de etídio, para a 
checagem da qualidade do RNA extraído para duas amostras de arquivo em blocos de 
parafina (a); para duas amostras a fresco congeladas (b). M= marcador de 100 pares 
de bases (pb).  

 

 

Validação dos resultados de HR-CGH e CGH-array pela metodologia de RT-PCR 
quantitativa em tempo real (qRT-PCR) 
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Seleção dos genes candidatos 

Todos os genes candidatos validados por análise de expressão quantitativa em 

tempo real (qRT-PCR) foram selecionados com base nos  resultados das análises 

comparativas entre HR-CGH e CGH-array (metodologia empregada em um outro 

estudo do grupo, o qual avaliou um subconjunto destas amostras).  

 Foram selecionadas as regiões cromossômicas: 1p36.1(perda), 1q21.2 

(ganho), 8q24 (perda) e 17q12-21.3 (perda e ganho) que se apresentaram 

freqüentemente envolvidas em perdas ou ganhos genômicos. A hipótese era que as 

regiões de perda possivelmente conteriam genes supressores tumorais que, uma vez 

perdidos, poderiam estar contribuindo para a tumorigênese prostática. Por outro lado, 

as regiões de ganho poderiam conter oncogenes, que teriam sua expressão gênica 

aumentada.  A escolha dos genes candidatos à validação se deu por análise in silico, 

identificando os genes mapeados nessas regiões cromossômicas e que apresentavam 

função conhecidamente relacionada ao processo tumoral.   

Para a região 1p36.1 foram obtidos 57 genes, dentre eles foi escolhido um 

candidato, o gene ARID1A. Os genes MTSS1, S100A4, NME1 e TOP2A mapeados 

em 8q24, 1q21.2 e 17q12-21.3, respectivamente, foram selecionados por se 

encontrarem nas regiões alteradas e por apresentarem função compatível com a 

esperada para o evento genômico observado.  

As seqüências desses genes foram obtidas nos bancos de dados públicos: 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) e Ensembl. Os iniciadores 

utilizados para a amplificação dos genes alvo ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4, 

TOP2A e endógenos GAPDH e HPRT foram delineados utilizando o software Primer 

Express® versão 2.0 (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A diluição dos 

iniciadores foi realizada para a obtenção de concentração-final de 10μM. As 

seqüências dos iniciadores utilizados para RT-PCR quantitativa em tempo real (qRT-

PCR) estão apresentados na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Relação dos genes, localização e seqüência dos iniciadores usados na 
análise de qRT-PCR. 
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ARID1A 1p36.1 
Forward 5’ CAGAGAGCACATGGGCATTAGAT 3’  

Reverse 5’ CAACCCTGGGAGCTGACTGAG 3’ 

92 

MTSS1 8q24.1 
Forward 5’ TGTCTGCAGCAGCCTGAACA 3’  

Reverse  5’ CGGCCATCACGCCACAGTTT 3’ 

91 

NME1 17q21.3 
Forward 5’ GTTTCACCCTGAGGAACT 3’  

Reverse 5’ AGGGAGAACTCACAGCTC 3’ 

201 

S100A4 1q21.2 
Forward 5 CAAGTACTCGGGCAAAGAGG 3’  

Reverse 5’ TGCAGGACAGGAAGACACAG 3’ 

194 

TOP2A 17q12-21 
Forward 5’ AGAAGACAGCAGCAAAAAGTCAGTC 3’  

Reverse 5’ ACCAGAATTCAAAGCTGGATCC 3’ 

101 

GAPDH 12p13 
Forward 5’ GGCCTCCAAGGAGTAAGACC 3’  

Reverse 5’ AGGGGTCTACTAGGCAACTG 3’ 

100 

HPRT Xq26.1 
Forward 5’ TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG3’ 

Reverse 5’ GGCCTCCCATCTCCTTCATC3’ 

100 

  

 

As etapas da PCR, para este estudo, foram realizadas em termociclador 

automático ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster 

City, CA).  

A eficiência da PCR com cada par de iniciadores foi avaliada pela construção 

de uma curva-padrão para cada gene investigado. Para isto, foram realizadas 

diluições seriadas a partir de um pool de cDNA de amostras de CaP e controles (pool 

de cDNA puro e diluições: 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625). Essas diluições foram testadas 

em duplicadas para todos os genes, seguindo o protocolo descrito adiante. O valores 

dos Cts (ciclo do threshold) para cada diluição de cDNA e as concentrações 

respectivas de RNA (log10 RNA) foram plotados num gráfico para obtenção da curva-

padrão. A partir da curva-padrão foi calculada a equação da reta, bem como o valor da 

inclinação da reta ou slope. O cálculo da eficiência da amplificação foi realizado 

segundo a fórmula: E=10(-1/slope). Para todos os genes avaliados a eficiência foi superior 
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a 90%. A partir das curvas-padrão determinou-se que a diluição das amostras seria de 

1:25, por apresentar valores de Ct entre 20 e 30 para todos os genes estudados. 

As reações de amplificação foram realizadas em placas de 96 poços, contendo 

duplicatas de cada amostra e controle negativo, num volume final de 10μL para cada 

reação, sendo 5μL do reagente Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, 

Warringtone, UK), 0,2μL de cada iniciador 10μM (iniciadores forward e reverse) e 1 μL 

de cDNA diluído 1:25 para os genes ARID1A, MTSS1, S100A4, NME1 e GAPDH; e 

1:10 ou cDNA puro para o gene TOP2A e GAPDH. Todos os genes alvos e o 

endógeno de cada amostra foram detectados na mesma placa de reação. As 

condições de reação para todos os iniciadores foram: 95ºC por 10min, seguido de 40 

ciclos a 95ºC por 15seg e 60ºC por 1 min. Ao final de cada reação, a curva de 

dissociação para cada gene testado foi realizada de modo a observar a presença de 

um único pico referente a um único produto amplificado. 

Para detecção da expressão do gene TOP2A foi utilizado o reagente Platinum 

SYBR Green (Invitrogen) bem como para o gene endógeno GAPDH. Da mesma 

forma, as reações de amplificação foram realizadas em placas de 96 poços, contendo 

duplicatas de cada amostra e controle negativo, num volume final de 10μL para cada 

reação, sendo 5μL do reagente Platinum SYBR Green (Invitrogen), 0,2μL de cada 

iniciador 10μM (iniciadores forward e reverse), 1 μL referência passiva Rox  e 1 μL de 

cDNA 1:10 ou cDNA puro. O gene TOP2A e o gene endógeno GAPDH de cada 

amostra foram detectados sempre na mesma placa de reação. As condições de 

reação para todos os iniciadores foram: 50°C por 10 min, 95ºC por 10min, seguido de 

40 ciclos a 95ºC por 15seg e 60ºC por 1 min. Ao final de cada reação, a curva de 

dissociação dos genes foi realizada de modo a observar a presença de um único pico 

referente a um único produto amplificado. As amostras cujos resultados não foram 

satisfatórios foram repetidas utilizando o sistema de detecção Power Sybr Green 

(Applied Biosystems). 

A fluorescência foi capturada e coletada a cada ciclo da PCR, sendo que a 

intensidade de fluorescência detectada foi diretamente proporcional à quantidade de 

cDNA da amostra. Os dados gerados foram analisados por um software específico 

(Applied Biosystems, Foster City, CA) e plotados em um gráfico que mostra a 

intensidade de fluorescência versus o número de ciclos. A análise de cada reação foi 

realizada determinando primeiramente o baseline, que consiste na quantidade de 

fluorescência lida durante os ciclos iniciais da PCR, onde ocorre pouca alteração de 

sinal. O software desconta os valores dessa fluorescência basal. Em seguida, foi 

determinado o threshold, que deve ser selecionado na fase exponencial da curva da 
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PCR. O ponto em que ocorre intersecção do threshold com a curva de amplificação é 

determinado como Ct, ou seja, o ciclo do threshold. Todas as amostras foram 

comparadas no mesmo threshold, porém o Ct varia de acordo com o ciclo em que a 

curva de amplificação cruza com o threshold. Assim, cada amostra apresenta um valor 

de Ct específico e que está relacionado com a quantidade de cDNA do gene em 

questão presente na amostra. A quantificação relativa (QR) foi calculada pelo método 

2-��CT (Ct: ciclo do threshold; �Ct - Ct do gene alvo menos o Ct do gene referência 

(GAPDH); ��Ct - �Ct da amostra tumoral menos o �Ct da amostra normal). 

 

Análise dos dados 

Foram considerados genes diferencialmente expressos nas amostras de CaP, 

HNP e tecido adjacente com ausência de neoplasia, aqueles que apresentaram QR�2 

(genes regulados positivamente) ou QR�0,5 (genes regulados negativamente), em 

relação as amostras de próstata normais (SVO). Para o gene TOP2A foram 

considerados limites máximos e mínimos diferentes dos convencionados para os 

demais genes, pois houve uma grande dispersão nos valores de expressão desse 

gene para as amostras controle (SVO). Desta forma, foram calculados a média, o 

desvio padrão e o intervalo de confiança dos valores de QR das amostras controle 

para o gene TOP2A. Essas análises mostraram limite inferior de 0,26 e superior de 

3,66, sendo esses valores considerados então como referência para diminuição 

(QR�0,26) e aumento (QR�3,66) de expressão de TOP2A, respectivamente.  

Quanto aos dados clínicos e histopatológicos, a graduação histológica dos 

tumores seguiu o sistema Gleason (Epstein et al., 2005) e o estadiamento foi dado 

pelo sistema TNM (Epstein et al., 2004). A idade média dos pacientes foi de 64 anos 

(variação de 49 a 75 anos) e a idade média dos dois casos controles foi de 44,5 (40 e 

49 anos). O tempo médio de seguimento clínico dos pacientes foi de 13 meses 

(variação de 1 a 46 meses). 

Os pacientes com CaP e submetidos a prostatectomia foram agrupados 

segundo o PSA pré-cirúrgico, a graduação histológica de Gleason e o estadiamento 

(TNM) em três grupos quanto ao risco de recorrência do tumor (baixo, moderado e 

alto), de acordo com os critérios apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Critérios considerados na análise de risco segundo características clínicas e 
morfológicas. 
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Risco de recorrência Características clínicas e Morfológicas 

Baixo pT1-pT2a e escore de Gleason 2-6 e PSA < 10 ng/mL 

Moderado pT2b-pT2c ou escore de Gleason 7 ou PSA = 10 – 20 ng/mL 

Alto 
pT3a ou pTxN1 ou pTx Nx M1 ou escore de Gleason 8-10 ou 

PSA > 20 ng/mL 

Adaptado de NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology TM: Prostate Cancer, Version 2. 
2007. 

 

Adicionalmente, foi realizada outra estratificação dos casos na tentativa de 

identificar os pacientes com maior risco de recorrência do tumor. Os parâmetros 

clínicos utilizados nesta estratificação foram: (1) PSA pós-cirúrgico elevado (�0,2 

ng/mL); (2) escore de Gleason elevado: > 7 (4+3); (3) invasão angiolinfática; (4) 

extensão extra-prostática; (5) margem cirúrgica comprometida. Quando presentes, 

cada um dos fatores acima recebeu uma pontuação positiva (1+). Os casos foram 

classificados de zero até 5 dependendo do número de indicadores de pior prognóstico 

que apresentavam. 

A utilização do PSA pós-cirúrgico para estratificação dos casos baseou-se no 

uso potencial dos valores de PSA como indicadores prognósticos após prostatectomia 

radical. Para tanto, foi considerado como indicador de pior prognóstico o nível do PSA 

pós-cirúrgico maior ou igual a 0,2ng/ml (Foster et al., 1993), e que é utilizado na 

prática clínica dos dois serviços (Faculdade de Medicina de Botucatu e Hospital AC 

Camargo, SP) para os pacientes submetidos à cirurgia. 

Com relação ao escore de Gleason, as amostras de CaP com escore � 7 (3+4) 

foram classificadas como de baixo grau e as amostras de CaP com escore � 7(4+3), 

como de alto grau (Mc Donnell et al., 2008). O escore de Gleason � 7 é considerado 

preditivo de progressão, segundo Tefilli et al. (1998).  

Com relação aos parâmetros invasão angiolinfática e margem cirúrgica 

comprometida, foram consideradas a presença ou ausência com base nos resultados 

constantes nos laudos anatomopatológicos.   

O parâmetro extensão extra-prostática foi estabelecido com base no estadio 

pTNM. Os tumores pT2 (confinado ao interior da próstata) podem ser subclassificados 
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em pT2a (apresentam 50% ou menos de envolvimento de um lobo), pT2b (envolvem 

mais de 50% de um lobo mas não os dois) ou pT2c (envolvem ambos os lobos). No 

caso dos tumores pT2 foi considerada ausência de extensão extra-prostática (revisado 

por Epstein et al., 2005). Os tumores pT3 (invasão da cápsula prostática) são 

subdivididos em pT3a (apresentam extensão extra-capsular uni ou bilateral) e pT3b 

(apresentam invasão das vesículas seminais). Nos casos pT3 foi considerado a 

presença de extensão extra-prostática. 

As amostras de tecido não-neoplásico adjacente ao tumor e as HNP não 

podem ser classificadas quanto ao escore de Gleason e conseqüentemente, o risco de 

recorrência para esses casos foi realizado segundo as características 

anatomopatológicas presentes nos laudos das prostatectomias radicais. 

Os resultados da expressão de cada um dos genes ARID1A, MTSS1, NME1, 

S100A4 e TOP2A obtidos por qRT-PCR foram comparados entre os diferentes tecidos 

analisados, em relação aos parâmetros clínico-laboratoriais (idade, PSA pré e pós-

cirúrgico) e anatomopatológicos (escore de Gleason, estadiamento, invasão 

angiolinfática, comprometimento de margem cirúrgica e extensão extra-prostática) 

isolados. O PSADT (PSA doubling-time) foi obtido apenas para os casos que 

possuíam todas as informações necessárias para o cálculo on line (New York, 

MSKCC, 2008). 

Foram considerados dois grupos distintos (pacientes com PSA<0,2ng/ml e com 

PSA�0,2ng/ml) nas análises comparativas entre os níveis de expressão dos genes 

estudados e os valores de PSA pós-cirúrgico, Somente foram incluídos no grupo 

PSA<0,2ng/ml os pacientes avaliados por pelo menos 24 meses após a 

prostatectomia, os pacientes com seguimento clínico inferior a 24 meses e 

PSA<0,2ng/ml foram excluídos destas análises. 

Os resultados da qRT-PCR foram também analisados de acordo com as 

estratificações de risco, comparando os grupos de pacientes de prognóstico favorável 

e desfavorável e com os achados de HR-CGH e CGH-array. 

 

Análise estatística 

As comparações entre os valores de expressão determinados pela qRT-PCR 

com as variáveis clínicas e histopatológicas foram realizadas pelo teste não 

paramétrico de Mann-Whitney quando duas categorias foram avaliadas e pelo teste de 
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Kruskal-Wallis quando três grupos foram comparados. As análises de correlação 

utilizaram o teste não paramétrico de Spearman r. Teste de qui-quadrado ou Fisher foi 

utilizado para avaliar a força de associação entre as variáveis. 

 As probabilidades acumuladas de sobrevida livre de doença (SLD) foram 

calculadas pelo método de Kaplan-Meier. Para construção das curvas de sobrevida foi 

considerado como início do seguimento a data da prostatectomia, e como final do 

seguimento, a data da recidiva bioquímica para SLD. Para recidiva bioquímica foi 

considerada a data do primeiro exame de PSA com valor maior ou igual a 0,2ng/ml. 

Os pacientes que não apresentaram recidiva bioquímica até a última data de 

seguimento foram considerados como censurados (“censored”). 

Todas as análises estatísticas consideraram o nível de significância de 5% e o 

software de análise utilizado foi o Graphpad Prism versão 3.0. 

�

�
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RESULTADOS 
 
HR-CGH 
�

Neste estudo foi construída uma biblioteca contendo onze casos normais 

utilizando o mesmo protocolo das amostras teste. Esta biblioteca foi utilizada como 

referência na avaliação de perdas e ganhos de seqüências de DNA. Foi possível a 

obtenção de alterações no número de cópias genômicas para todos os casos 

avaliados por HR-CGH que apresentaram um padrão de hibridação de alta qualidade 

(Figura 2).  

As perdas genômicas foram mais freqüentes do que os ganhos na análise de 

22 amostras de CaP (oito do grupo I, seis do grupo II e oito do grupo III) e em 11 

metástases (Figura 3). A Figura 4 apresenta um exemplo dos ideogramas gerados 

após a análise comparada entre os tumores primários e as metástases dos mesmos 

pacientes. Neste exemplo, estão indicadas as perdas e ganhos para dois casos de 

tumores de próstata que apresentaram comprometimento de linfonodos (caso P3 

versus P3M e P9 versus P9M). Foi possível identificar alta similaridade entre as 

regiões genômicas envolvidas em perdas. De forma semelhante, foram feitas 

comparações entre as amostras dos diferentes grupos de tumores estudados. 

A seguir serão apresentados os resultados das análises comparativas de HR-

CGH para cada grupo de amostras e, na seqüência, os resultados das comparações 

entre esses grupos. 
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Figura 2. Padrão de marcação da HR-CGH para a amostra P3. A) Imagem capturada 
com filtro no espectro verde. B) No espectro vermelho. C) na sobreposição dos três 
filtros (azul, verde, vermelho). D) Padrão de Banda GTG (DAPI-reverso). E) A linha em 
azul escuro indica o perfil de alterações médio de ganhos e perdas ao longo do 
cromossomo 9. O intervalo azul-claro representa a variação normal entre todos os 
cromossomos 9 analisados da biblioteca de casos normais. A presença de alterações 
de perdas e ganhos é detectada quando o perfil médio do caso analisado (linha azul-
escuro) ultrapassa os limites do perfil médio da biblioteca (intervalo azul-claro). O 
desvio da linha azul-escuro para a esquerda indica perdas e para a direita indica 
ganhos, representados por barras vermelhas e verdes, respectivamente, ao lado do 
ideograma, indicando a localização cromossômica da alteração. 

A B

C D

E
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Figura 3. Representação gráfica da freqüência de perdas e ganhos cromossômicos 
detectados por HR-CGH: A) nas 22 amostras de CaP analisadas (oito CaP do grupo I, 
seis CaP do grupo II e oito CaP do grupo III); B) nas 11 amostras de metástases. 
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Figura 4. Ideogramas indicando as regiões de perdas e ganhos genômicos 
significativos, obtidos após a análise em banda G reversa. As barras vermelhas e 
verdes indicam as alterações genéticas significativas (p<0.01) e obtidas na 
comparação com a biblioteca de casos normais. As barras vermelhas indicam as 
regiões de perdas e as verdes, as de ganho. A barra azul indica a presença de 
alterações no sitio genômico em 90% das amostras (% de similaridade). A figura 
representa o padrão de alterações nas amostras de CaP e metástases (M) em 
linfonodos do mesmo paciente: A) P3M (barras vermelhas e verdes mais internas, 
próximas ao cromossomo) e P3 (barras vermelhas e verdes mais externas). B) P9 
(barras vermelhas e verdes mais internas, próximas ao cromossomo) e P9M (barras 
vermelhas e verdes mais externas).  

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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Grupo I 

No grupo I estão incluídos os adenocarcinomas primários (P) de próstata de 

pacientes que evoluíram para metástases e as metástases (M) de alguns desses 

pacientes. Entre as amostras de metástases incluídas nesse estudo estão: P1M, P2M, 

P5M e P8M (metástases ósseas); P11M, P12M, P13M e P14M1 (metástases em 

testículo) e P3M e P9M (metástases em linfonodo). Em sete casos havia a 

disponibilidade para estudo do tumor primário e metástase do mesmo paciente 

(P1/P1M, P3/P3M, P9/P9M, P11/P11M, P12/P12M e P14/P14M1/P14M2).  

A Tabela 6 apresenta as regiões mínimas de perdas e ganhos comuns (90% 

de similaridade) entre as amostras pareadas de tumor primário e suas metástases 

correspondentes.  

  

 

Tabela 6. Caracterização das regiões mínimas comuns de perdas e ganhos 
cromossômicos (detectada em 90% das amostras) entre o tumor primário e sua 
metástase (grupo I), identificados por HR-CGH. 

 

���	���� 
����� ���5��

�������� � �

P1/P1M 

1p21, 1p22, 1p31, 1p32, 1q31, 2p22, 2p24, 
2q36-37, 3p21, 3p23-24, 3q22-26.3, 4p15.3-16, 
4q28-31.1, 4q34-35, 5p15.3, 5q31, 6q16-21, 
6q22, 6q22-24, 6q25-27, 7p11.2-22, 7q35, 
8p12, 8q21.1, 8q22, 8q23-24.3, 9p13-23, 9q21-
34, 10p14, 10q11.2, 10q25-26, 11p13, 11p15, 
11q13-14, 12q13, 12q24.2-24.3, 13q14, 14q32, 
15q15-24, 16p12-13.3, 16q21-24, 17p13, 
17q11.2-25, 18p11.2-11.3, 18q12, 18q12-21, 
18q22-23, 19p13.1-p13.3, 19q13.1-13.4, 
20p13, 20q13.1-13.3, 21q22, 22q11.2, 22q13 

1p13, 1q21-22, 2p12-13, 2q11.2-12, 2q22, 
3q13.1, 5p12-14, 5q14-21 

P3/ P3M 

1p32, 1p31, 1q32,  2p16-21, 3q22, 4p15.1-
15.3, 4q21-22, 4q31.1-32, 4q35, 5q31, 6q16-
21, 6q22,  7p14-15, 7q11.2-q36, 8p12, 8q22-
24.3, 9q22-31, 9q31-34, 11q22-23, 11q25, 
12q13-14, 12q22-24.1, 13q21-q31, 15q21-24, 
16q24, 17q21, 18q12-22, 19q13.3, 22q13 

1q21, 2p11.2-12,  5p12, 5p13, 5q11.2-12, 
14q11.2 

P9/ P9M 

 

1p13-21, 1p31, 1p31-33, 1q21, 1q24-42, 2p21-
22, 2q35, 3p12-13, 3p14-21, 3q24, 3q28-29, 
4p15.2-16, 7p13-14, 7q22, 8q23-q24.1, 8q24.3, 
9p21, 9q31, 9q34, 10q22, 10q24, 10q26, 
11q23-24, 12q23-24.2,  13q21, 14q32, 15q15-
21, 15q22-26, 16p12-13.3, 17p13, 17q12-24, 

12p11.2 
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17q25, 18p11.2, 18q23, 19p13.2, 19q13.2-
13.4,  22q11.2-13 

P11/ P11M 

1p31-36.3, 1q42-44, 2p24-25, 2q35-37, 3p24-
26, 3q27-29, 4p12-15.1, 4q15.1-16, 4q12-27, 
4q28-35, 5p15.2-15.3, 5q31, 5q34-35, 6p21.1-
22, 6p25, 6q24, 6q26-27, 7p14, 7p21-22, 7q32-
q36, 8p11.2-21, 8p21-23, 8q23-24.1, 8q24.1-
24.3, 9p21-22, 9p24, 9q31-34, 10p14-15, 
10q11.2, 10q23-26, 11p15, 11q13, 11q22-25, 
12p12-13, 12q12, 12q22-24.3, 13q31, 13q33-
q34, 14q31-32, 15q23-26, 16p11.2-13.3, 
16q22-24, 17p11.2-12, 17q11.2-25, 18p11.3, 
18q11.2-12, 18q22-23, 19p13.2-p13.3, 
19q13.2-13.4, 20p11.2-13, 20q13.1-13.3, 
21q22, 22q11.2-13 

1p31, 2q14.2, 2q21, 2q22-24, 2q31, 4q28, 
5q13, 5q22-23, 9q21 

P12/P12M 

1p32-33, 1p34.3-36.1, 4p15.3, 7p14-15, 7q34-
35, 8q24.1-24.3, 9p21, 9q21-22, 9q22-34, 
10q24-26, 11q22-24, 12q23-24.2, 14q24, 
15q21, 15q22-25, 16p12-13.2, 16q22-24, 
17q21-25, 18q21-22, 19q13.1-13.3, 20q13.1-
13.2, 22q11.2-13 

2p11.2-12, 3p12, 3p14, 3q13.1, 4p13, 4q21, 
4q25-28, 5p13, 12p11.2-12, 14q12 

P13/P13M 

1p31, 1p31-34.2, 1q24-43, 2p12, 2q14.1-14.2, 
2q33-34, 2q35-37, 3q13.3, 4p14, 4p15.1-15.3, 
4q13, 4q26-27, 4q31.1-31.3, 4q34, 5q31-32, 
6p12-21.1, 6p21.1-21.3, 7p11.2, 7p14-15, 
7p21, 7q11.2, 7q21-31, 7q33-36, 8p11.2-12, 
8p21-22, 8q21.1, 8q22-24.1, 10q21-22, 10q24-
25, 10q26, 11q12-14, 11q21-24, 12q22-24.3, 
13q14-q21, 13q22-31, 15q15-21, 15q22-25, 
16p13.1, 16q24, 17q21-22, 17q24, 18q11.2-12, 
18q22-23, 19p13.1-13.3, 19q13.1-13.4, 
20p11.2-12, 20q11.2-13.1, 21q22, 22q13 

5p13-14, 5q12 

P14/P14M1 

1p21, 2q21, 4p15, 5q31, 5q34, 6p12, 6q14-15, 
8q24.1-24.3, 9p21,  9q32, 9q34, 10q22-23, 
11q24, 12q24.1-24.2, 13q12, 15q22-23, 15q25-
26, 16p11.2-12, 16p13.1, 16q12.1-12.2, 16q22-
24, 17q24-25, 18q12, 18q22-23, 19p13.1-13.3,  
19q13.3, 20q13.1-13.3, 22q13 

- 

P14/P14M2 

2p21-22, 2q21, 3p12, 5q34-35, 6p12, 6q14-15, 
8q11.2, 8q24.1-24.3, 10q22, 11q13, 11q24, 
12q24.1-24.2, 13q12-13, 15q22, 15q23-26, 
16p13.1, 17q23, 18q22-23, 19p13.1-13.3, 
19q13.1-13.4, 22q13 

- 

P14/P14M1/P14M2 

2q21, 5q34, 6p12, 6q14-16, 8q24.1-24.2, 
10q24-25, 11q24, 12q24.1-24.2, 13q12, 15q22, 
15q25-26, 16p13.1, 18q22-23, 19p13.1-13.3,  
19q13.3, 22q13 

- 

 

 

A comparação entre todas as amostras do grupo I (P e M), com ~50% de 

similaridade (detectadas em mais de 9 das 19 amostras)  foram perdas de: 1p31-36.3, 

1q32-44, 2p22, 2q35, 2q37, 4p15.3-16, 5q31, 5q34-35, 6p21.2-21.3, 6q22, 7p13-15, 

7p21-22, 7q22, 7q31, 7q34-36, 8p11.2-22, 8q23-24.3, 9p21, 9q22-34, 10q22, 10q22-
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26, 11q13-14, 11q22-25, 12q22-24.3, 13q14-21, 14q31-32, 15q15-21, 15q22-26, 

16p12-13.3, 16q22-24, 17q11.2-25, 18q12-23, 19p13.1-13.3, 19q13.1-13.4, 20p12-13, 

20q11.2, 20q13.1-13.3, 21q22 e 22q11.2-13 e ganhos de: 2p11.2, 3q12-13.1, 4q27-28, 

5p13-14 e 5q12.     

A Figura 5 apresenta as regiões mínimas de alterações genômicas comuns na 

comparação entre todos os tumores primários estudados, considerando 70% de 

similaridade (Apêndice A). A comparação destes achados entre todos os CaP do 

grupo I com os dados de CGH-array (software SAM) revelou concordância para as 

regiões 4p15.3-16, 8q22-24.3, 13q12-13, 19q13.1. Da mesma forma, a comparação 

entre as todas as metástases do grupo I pelas duas metodologias (HR-CGH e CGH-

array) mostraram concordância para as regiões 8q24.2, 16q23-24, 17q12-22, 19q13.1-

13.3. A análise de caso a caso mostrou similaridade muito maior do que a análise 

agrupada (dados não apresentados). 

As metástases foram agrupadas segundo o tecido acometido: metástases 

ósseas, em testículo e em linfonodos com o objetivo de comparar as alterações 

comuns em cada grupo. A Figura 6 apresenta os perfis de alterações cromossômicas 

de cada grupo de metástases e (Apêndice B) as regiões mínimas comuns de perdas 

e ganhos em pelo menos 3/4 metástases ósseas, 3/4 metástases em testículo e 2/2 

metástases em linfonodos. Na comparação entre os dados de CGH-array e HR-CGH 

foram observadas perdas comuns em metástases de testículo envolvendo 7q33-36, 

9q31-33, 18q12-21 e 19q13.2-13.4; em metástase de linfonodos: 3p14-21, 4p15.2 e 

17q21.  

Nesta comparação foi possível detectar não balanceamentos genômicos 

exclusivos de determinado grupo, por exemplo, a presença de determinada alteração 

na maioria das metástases ósseas e sua ausência nas metástases em testículo e em 

linfonodos. Foi verificado que apenas as metástases ósseas apresentavam ganhos 

genômicos em 1p13 (4/4), 6q21-22 (4/4) e 8q13 (4/4). As metástases em testículo 

apresentaram perdas de 2q14.1-14.2 (4/4), 7q22 (4/4), 11q14 (4/4) e 12p13 (4/4) e 

ganhos de 3q26.3 (2/4) como alterações exclusivas desse grupo. Nas metástases em 

linfonodos não foram observadas alterações exclusivas e que as diferenciassem. 
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Figura 5. Alterações presentes em mais de 70% das amostras representados no 
diagrama de Venn segundo o grupo estudado (grupo I: tumores primários e suas 
metástases; grupo II: bom prognóstico e grupo III diferentes biópsias do mesmo 
paciente). As regiões cromossômicas envolvidas em perdas estão em vermelho e as 
envolvidas em ganhos, em verde. Em azul estão destacadas as alterações presentes 
em mais de 70% das amostras de determinado grupo e que não foram detectadas em 
nenhuma outra amostra dos demais grupos.  
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Figura 6. Alterações cromossômicas detectadas por HR-CGH para cada grupo de 
metástases de acordo com o órgão acometido. A) Ideogramas representando as 
alterações comuns a cada grupo (verde: ganhos; vermelho: perdas; azul: indica as 
regiões significativas e presentes em pelo menos 3/4 metástases ósseas ou em 
testículo e em 2/2 em linfonodos). B) Diagrama de Venn apresentando as regiões 
mínimas comuns a cada grupo de metástases. As regiões cromossômicas envolvidas 
em perdas estão em vermelho e os ganhos estão indicados em verde. 

 

 

Da mesma forma, foram agrupados os tumores primários dos pacientes que 

apresentaram metástases em testículo e em linfonodos. Para as metástases ósseas 

não foi possível comparar os tumores primários desses pacientes, pois havia a 

disponibilidade apenas do tumor primário de um deles (amostra P1). Para os CaP dos 

pacientes que tiveram metástases em testículo foram detectadas apenas alterações 

de perdas (comuns a pelo menos três das quatro amostras), para os CaP dos 

pacientes que tiveram metástases em linfonodos também foram detectadas apenas 

alterações de perdas (comuns às duas amostras analisadas). As regiões mínimas 

comuns estão apresentadas na Figura 7.  

A comparação entre os resultados de HR-CGH com os de CGH-array (obtidos 

de análise paralela, Tese de Doutorado de Rodrigo Mattos dos Santos, 2007, IB, 

UNESP, Botucatu, SP) revelou que nos tumores primários do grupo I dos pacientes 

que tiveram metástase em testículo as perdas comuns afetaram 10q11.2, 10q23-26, 

11q22-25, 15q22-26, 16p11.2-13.2, 17q25; e entre os tumores primários que 

evoluíram para metástase em linfonodos foram comuns as perdas em 3p24, 10q26, 

15q21, 15q22, 17q12-24, 18p11.2, 18q23. 

Com o objetivo de discriminar os CaP que evoluíram para diferentes sítios de 

metástases, baseando-se nas alterações cromossômicas já adquiridas nos tumores 

primários, foram comparadas as alterações entre os CaP que evoluíram para 

metástases de diferentes localizações (Figura 7). As perdas em 3p24, 3q22-24, 

4q21-22, 5q32 e 7p13 foram detectadas exclusivamente nas amostras de carcinomas 

de próstata que evoluíram para metástases em linfonodo (2/2 amostras de CaP) e 

não estavam presentes nos CaP que progrediram para metástases em outra 

localização. As perdas em 1p35-36.1, 6p12-21.1, 12p11.2 e 16q12.1 (3/4 amostras de 

CaP) e ganhos em 4q26-28 (2/4 amostras de CaP) foram detectadas exclusivamente 

nos CaP que evoluíram para metástases em testículo e não estavam presentes nos 

tumores que evoluíram para metástases em outra localização.  
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As alterações exclusivas do grupo de CaP que evoluiu para metástases em 

linfonodo não foi observada nas metástases em linfonodos. Verificou-se que as perdas 

de 3q22-24 e 7p13 (características dos CaP com metástases em linfonodos) foram 

detectadas também  na amostra P7, que apresentou comprometimento de linfonodos 

(cuja amostra de linfonodo não estava disponível para análise). Nenhum outro tumor 

primário apresentou perda dessas regiões, apenas algumas metástases apresentaram 

uma ou ambas as perdas: (ósseas: P1M, P5M; testículo: P11M, P13M, P14M1; em 

peritônio: P14M2),  

Quanto às alterações encontradas nos CaP que evoluíram para metástases em 

testículo, perdas de 1p35-36.2 e 6p12-21.1 se mantiveram presentes nas amostras de 

metástases em testículo e ganho de 4q26-28, detectada nas amostras de P13 e P14, 

foram também observadas nas metástases em testículo P11M, P12M e P14M1. Pelo 

menos uma dessas alterações foi observada nas amostras do grupo I (de pacientes 

que evoluíram para metástases ósseas: P1, P7, P12, P13, P1M, P5M, P8M e para 

metástase em linfonodo: P9M). 

Comparando as perdas e ganhos característicos dos CaP que evoluíram para 

metástases em testículo e em linfonodos com as alterações encontradas nos CaP do 

grupo II (que apresentaram características de bom prognóstico), foi observado que 

apenas a perda de 6p12 não foi detectada nas amostras  do grupo II (Figura 8).  

A mesma comparação foi realizada com as amostras do grupo III e todas 

estavam presentes em pelo menos quatro das oito amostras desse grupo. 
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Figura 7. Diagrama de Venn apresentando as alterações comuns entre as amostras 
de metástases e CaP agrupadas segundo o sítio acometido. Foram consideradas as 
alterações presentes em pelo menos 75% das amostras de cada grupo. As regiões 
cromossômicas envolvidas em perdas estão em vermelho e as envolvidas em ganho, 
em verde. 
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Figura 8. Diagrama de Venn apresentando as alterações comuns entre as amostras 
de CaP que evoluíram para metástase em testículo, as comuns entre os CaP que 
evoluíram para metástases em linfonodos, as comuns entre os CaP que apresentaram 
bom prognóstico (grupo II) e sua sobreposição. Foram consideradas as alterações 
presentes em pelo menos 75% das amostras de cada grupo. As regiões 
cromossômicas envolvidas em perdas estão em vermelho e as envolvidas em ganho, 
em verde. A perda de 6p12 (destacada em azul) é a única alteração exclusiva dos 
CaP que evoluíram para metástase em testículo e que não foi detectada em nenhum 
dos CaP de bom prognóstico. 
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Grupo II 

 

O grupo II inclui as amostras de pacientes que em um período superior a 10 

anos de seguimento clínico não apresentaram indícios de recidiva (incluindo 

bioquímica) ou metástases. Apenas um paciente deste grupo (P32) recebeu terapia 

hormonal desde 1999 (três anos após a cirurgia) (Tabela 2). Estas amostras 

apresentaram um maior número de ganhos genômicos quando comparados com os 

demais grupos (considerando 70% de similaridade - 4/6 amostras analisadas).  

A amostra P32, cujo paciente recebeu tratamento hormonal, poderia apresentar 

diferenças no perfil de alterações com relação às demais amostras desse grupo. A 

comparação entre o perfil de alterações dessa amostra com as demais desse grupo 

mostrou a presença de algumas alterações que as demais do mesmo grupo não 

apresentaram como: perda em 3q13.1, 5q23, 13q14-21, 15q12, 15q21, 18q11.2 e 

ganho em 2q23 e 8q22. Comparando essas alterações com as observadas no grupo I 

(P e M) observou-se que: a perda de 3p13.1 foi detectada em 1/11 metástases; a 

perda de 5q23, em  2/8 CaP do grupo I, em 2/11 metástases; a perda de 13q14-21, 

em 5/8 CaP do grupo I, em 4/11 metástases; a perda de 15q12, em 2/8 CaP do grupo 

I, em 2/11 metástases; a perda de 15q21, em 6/8 CaP do grupo I, em 7/11 

metástases; a perda de 18q11.2, em 3/8 CaP do grupo I, em 4/11 metástases. O 

ganho de 2q23 foi detectado em 4/8 CaP do grupo I e em 3/11 metástases; o ganho 

de  8q22, em 1/8 CaP do grupo I e em 3/11 metástases. Em resumo, este caso 

apresentava alterações que foram detectadas entre os CaP do grupo I.       

A Tabela 7 apresenta a comparação entre os achados de ganhos e perdas 

genômicas entre as amostra do grupo I e II pelas técnicas de HR-CGH e CGH-array.  

As alterações detectadas por HR-CGH para os CaP que evoluíram 

favoravelmente (grupo II) foram comparadas às dos CaP do grupo I, que evoluíram 

para metástases, a fim de se avaliar quais eram as alterações comuns a ambos os 

grupos, quais eram exclusivas de cada grupo e quais alterações estavam presentes 

nos tumores primários e se mantiveram presentes nas amostras de metástases. A 

Figura 9 apresenta as regiões mínimas comuns e presentes em mais de 70% das 

amostras de cada grupo. Podem ser observadas alterações comuns e exclusivas de 

cada grupo.    
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Tabela 7. Comparação entre as alterações de ganhos e perdas genômicas entre as 
amostras do grupo IP e II resultantes das análises de HR-CGH e CGH-array.  

 

CaP PERDAS GANHOS 

Grupo I 

1p32-33, 2q35, 4p15.3-16, 5q34-35, 

6q24-25, 7p14-15, 7q34-35, 8q22-24.3, 

9p21, 9q32-34, 10q22, 10q24-26, 

11q22-25, 12q22-24.3, 13q12-13, 

14q31-32, 15q22-26, 16p12-13.2, 

16q22-24, 17q11.2-25, 18q22-23, 

19p13.1-13.3, 19q13.1-13.4, 20q13.1-

13.3,  22q11.2-q13 

- 

Grupo II 

1p31-34.1, 1p36.1, 2q36, 4p15.2-16, 

8p12, 8q24.1-24.3, 9q31, 9q34, 10p12, 

10q22, 10q24-26, 11q14-25, 12q23-

24.3, 14q31-32, 15q15, 15q22-26, 

16p12-13.3, 16q12.1, 16q22-24, 18q12-

21, 18q21-23, 19p13.3, 19q13.3-13.4, 

20p11.2-12, 20q13.1-13.3, 21q22, 

22q11.2-13    

2p11.2, 3p12, 3q13.1,  4q12-13, 5q12, 

6q12 

Alterações comuns aos CaP dos grupos I e II na análise de HR-CGH 

Alterações exclusivas grupo I na análise de CGH-array 

Alterações exclusivas grupo II na análise de CGH-array 
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Figura 9. Representação esquemática em diagrama de Venn apresentando as 
alterações comuns entre as amostras de CaP que evoluíram para metástase (grupo I), 
as comuns entre todas as metástases, as comuns entre os CaP de bom prognóstico 
(grupo II) e entre os grupos. Foram consideradas as alterações presentes em pelo 
menos 70% das amostras de cada grupo. As regiões cromossômicas envolvidas em 
perdas são mostradas em vermelho e as envolvidas em ganho, em verde.  

 

 

Grupo III 

 

O grupo III incluiu 10 amostras, dois diferentes focos de tecidos de cada um 

dos cinco pacientes. Dessas, oito amostras de carcinoma apresentaram escore de 

Gleason 7(3+4) ou 6(3+3) e duas eram neoplasias intraepiteliais prostáticas de alto 

grau (PIN) de um mesmo paciente com CaP e escore de Gleason  8(3+5) (Tabela 2).  

���
�	
�����
�	
������
�	�����
�
�	�����	�����	

��������

�������	
������
	

�����	�������	�����	
���
���	����	������	
���������	�
��
�	
��������	��������	

��������	�����������	
�����

��������	���
�	�����	
������	�	
�������

�������������	
������������		

�������	
�������
������	������	

������	�
��
����	
��������	��������
�����	����������	

�
���	�����	���������	
�������
�	�����������	

������	�
�������	������
�����	���������	��������	
��������	��������	�����	


������	

�����	
�������		
��������	
����

�������	

���

CaPs
Grupo II

Metástases
Grupo I 

CaPs
Grupo I



���������	
������������������������������������������������

86 
 

Nesse grupo, foram detectadas inúmeras alterações por HR-CGH, sendo que 

as perdas foram cinco vezes mais freqüentes que os ganhos. A Figura 5 (Anexo, 

Tabela 1) apresenta as regiões mínimas comuns de perdas presentes em mais de 

80% das amostras. Avaliando as alterações mais freqüentes nas amostras de CaP 

foram detectadas perdas em 1p32, 2p21, 3p14-22, 3q21-22, 3q24-25, 5p14-15.2, 

5q31, 6p21.3, 7p21, 7q22, 7q36, 8q13, 8q22-24.2, 9q22-33, 10q26, 11p15, 11q24, 

12p12, 12q24.1, 15q22-26, 16q13-23 e 21q22 em 100% das amostras e ganhos em 

4p13, 4q12, 14q12 e 14q21 em 50%.  

As amostras de PIN (caso 166) apresentaram perfil de alterações diferente dos 

CaP, sendo observado maior número de ganhos quando comparados aos CaP. As 

regiões mínimas de ganhos encontrados exclusivamente nas duas amostras de PIN 

foram: 3p12, 5q11.2, 5q21, 8q11.2, 8q13-q21.1, 12p11.2-p13, 15q26 e 21q11.2. Não 

foram observadas perdas genômicas exclusivas entre os PIN (Tabela 8).  

Ao comparar as duas amostras de CaP de um mesmo paciente foi observada 

uma similaridade de aproximadamente 50% entre as regiões de perdas genômicas, 

essa concordância não foi tão expressiva entre os ganhos, variando de 0% a 6,8%. 

Para as amostras de PIN houve uma similaridade de ~30% para  perdas e de ~40% 

para ganhos (Tabela 8).  

 

Comparações entre os CaP dos Grupos I, II e III 

 

Ao verificar as alterações genômicas que diferenciavam os CaPs do grupo I  

daqueles do grupo II e considerando as alterações que deveriam estar presentes em 

pelo menos 70% das amostras de um grupo e ausentes no outro, foi observado que:  

1. a perda de 7q22 e de 13q12-13 eram alterações exclusivas das 

amostras do grupo I,   

2. ganhos de 7q11.2, 12q12-13 e 13q21 eram alterações exclusivas das 

amostras do grupo II (Tabela 9; Figura 5). 

 

Na comparação destes achados com aqueles do grupo III, observou-se que o 

caso 15F2 mostrou similaridade com os resultados das amostras do grupo II, pelo 

menos com relação a estas alterações que diferenciaram os dois grupos.  
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Tabela 8. Regiões mínimas de perdas e ganhos comuns às duas amostras de cada 
paciente do grupo III detectadas por HR-CGH.  

Amostras 
% 

concordância 
Perdas comuns Ganhos comuns 

15F2/15F3 

47% das 
perdas 

 

1,5% dos 
ganhos 

1p31-p36.3, 1q32-q42, 2p21-p23, 2q37, 3p14-
p21, 3p21-p24, 3p26, 3q21-q24, 3q26.1-
q26.3, 3q28, 4p15.3-p16, 5p14-p15.2, 5q31-
q33, 6p21.3-p22, 7p21, 7p22, 7q11.2, 7q22, 
7q32-q36, 8p11.2-p23, 8q11.2-q13, 8q22-
q24.3, 9p21, 9q22-q34, 10q25-q26, 11p15, 
11q13-q14, 11q23-q24, 12p12-p13, 12q24.1-
q24.3, 14q24, 14q32, 15q14-q15, 15q22-q26, 
16p11.2-p13.3, 16q12.2-q24, 17p11.2-p13, 
17q12-q25, 18p11.2, 19p13.2-p13.3, 19q13.2, 
19q13.4, 20p11.2, 20q11.2-q13.1, 20q13.3, 
21q22, 22q11.2-q13 

2q31 

48F2/48P3 

58,9% das 
perdas 

 

0% dos ganhos 

1p31-p36.3, 1q22-q44, 2p12, 2p14-p23, 
2q14.1-q22, 2q34-q37, 3p14-p24, 3q13.3-
q26.2, 3q27, 4p16, 4q34, 5p13-p15.3, 5q13-
q14, 5q31-q32, 6p12, 6p21.2-p22, 6q16-q22, 
6q24-q25, 7p13-p22, 7q21-q32, 7q34-q36, 
8p12-p22, 8q13-q24.2, 9p12-p23, 9q21-q34, 
10p12-p14, 10q21-q26, 11p11.2-p15, 11q13-
q25, 12p12, 12q12-q24.2, 14q22-q24, 15q14-
q26, 16p13.1, 16q12.1-q23, 17q22, 18p11.2, 
18q11.2-q22, 19p13.1, 19p13.3, 20p11.2-p12, 
20q11.2-q13.1, 21q21-21q22 

- 

70F1/70F2 

59,3% das 
perdas 

 

2,4% dos 
ganhos 

1p12-p13, 1p32-p36.3, 1q21-q22, 1q32, 
2p11.2-p12, 2p21, 2p24, 2q11.2-q14.1, 3p12-
p22, 3q13.2-q22, 3q24-q25, 3q28-q29, 5p12-
p15.3, 5q11.2-q31, 5q33-q34, 6p21.2-p21.3, 
6q12, 6q16, 7p11.2-p22, 7q11.2-q22, 7q36, 
8p23, 8q11.2-q24.3, 9p13, 9q21-q34, 
10p11.2-p15, 10q21-q23, 10q26, 11p11.2-
p12, 11p15, 11q12-q14, 11q23-q24, 12p11.2-
p13, 12q12-q24.1, 13q12-q21, 13q32-q33, 
14q22-q32, 15q11.2-q14, 15q21-q26, 
16p11.2-p12, 16p13.3, 16q12.1-q24, 17p11.2-
p12, 17q12-q21, 17q25, 18p11.3, 18q11.2-
q12, 18q22-q23, 19p13.1-p13.3, 19q13.1-
q13.2, 19q13.4, 20p11.2, 20q11.2-q13.3, 
21q21-q22, 22q11.2, 22q13 

4q21 

177P1/177P2 

47% das 
perdas 

 

6,8% dos 
ganhos 

1p32, 2p14, 2p21, 2p23, 2q14.3-q21, 2q31-
q32, 2q34, 2q36-q37, 3p14-p24, 3q13.1-q25, 
3q27, 4q23, 5p13-p15.3, 5q13-q14, 5q21-q23, 
5q31-q34, 6p21.3-p22, 6q16-q21, 6q23-q25, 
7p15-p21, 7q21-q36, 8p11.2-p23, 8q11.2-
q24.2, 9q21-q34, 10q21-q26, 11p15, 11q24-
q25, 12p12-p13, 12q13-q24.1, 13q14-q21, 
15q15-q26, 16p11.2-p13.2, 16q13-q24, 
17p13, 17q21-q22, 17q24, 21q22 

4q12, 6p25, 13q12 



���������	
������������������������������������������������
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166F1/166F2 

(PIN) 

27,1% das 
perdas 

 

37% dos 
ganhos 

5p14-p15.1, 5q31, 5q34, 8p12, 9q31-q33, 
10q24, 10q26, 11p14-p15, 11q13, 12q23-
q24.3, 15q24-q25, 16p12-16p13.2, 16q22-
q23, 17p11.2-p12, 17q22-q23, 18q21, 
19p13.2-p13.3, 19q13.1-q13.2, 20p12, 
20q11.2-q13.1, 22q12-q13 

1p12-p31, 1q21, 1q31, 2q24, 
2q31, 3p12, 3q13.1-q13.2, 
4p12-p14, 4q24-q25, 4q31.1, 
4q33-q34, 5q11.2, 5q21, 
6q12, 8q11.2, 8q13, 8q21.1, 
10p11.2, 10q21, 12p11.2-
p13, 12q12, 13q12-q31, 
14q11.2-q21, 15q26, 
21q11.2-q21 

Negrito: alterações exclusivamente comuns às duas amostras de PIN (Neoplasia 
Intraepitelial de Próstata).   
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Tabela 9. Regiões mínimas que diferenciam os grupos de CaP I e II e o que foram 
detectadas nos casos do grupo III. Em negrito estão destacadas as regiões mínimas 
presentes em mais de 60% das amostras de um grupo e ausentes no outro.    

 

CaP Perdas  Ganhos  

Grupo I 
7q11.2 (3/8), 7q22 (5/8), 12q12-13 

(3/8), 13q12-13 (6/8) e 13q21 (4/8) 
- 

Grupo II - 

7q11.2 (3/5), 7q22 (1/5), 12q12-

13 (3/5), 13q21 (3/5) e 13q12-13 

(1/5). 

Grupo III 

7q22 (8/8), 12q12-13 (7/8 – exceto 

15F2), 13q12-13 (4/8 – 15F3, 48F2, 

70F1 e 70F2) e 13q21 (5/8 – 15F3, 

70F1, 70F2, 177F1 e 177F2) 

7q11.2 (1/8 – 177F2), 12q12-13 

(1/8 – 15F2), 13q12-13 (3/8 – 

15F2, 177F1 e 177F2) e 13q21 

(1/8 – 15F2)  

Alterações exclusivas grupo I, também presentes na análise de CGH-array 

Alterações exclusivas grupo II, também presentes na análise de CGH-array 

 

 

 

 

Validação dos resultados de HR-CGH e CGH-array pela metodologia de qRT-PCR 

 

 

Baseado nos achados da HR-CGH e na comparação com os dados de CGH-

array (não apresentados) entre os diferentes grupos de amostras foram selecionados 

os genes ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e TOP2A mapeados nestas regiões para 

validação por RT-PCR quantitativa em tempo real (Figura 10). A escolha dos genes 

candidatos à validação se deu por análise in silico, permitindo a detecção de todos os 

genes mapeados na região (HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/) e suas 

respectivas funções. Para a região 1p36.1 foram incluídos 57 genes, dentre eles foi 

escolhido um candidato, o gene ARID1A. A busca foi semelhante para os demais 

genes selecionados, acrescida de revisão em literatura.  
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A Tabela 10 apresenta as regiões genômicas alteradas e o gene selecionado 

para validação por qRT-PCR. Os genes ARID1A, MTSS1 e NME1 possuem função de 

supressão tumoral e os genes S100A4 e TOP2A estão relacionados à função 

oncogênica. Embora tenha sido observada perda em 17q por HR-CGH, por CGH-array 

foi possível detectar ganho de seqüências do gene TOP2A (BAC RP11-139D23), que 

foi então selecionado para validação. Os dados de expressão gênica foram 

comparados com os parâmetros clínicos e histopatológicos.  

 

 

 

 

Figura 10. Ideogramas mostrando a localização cromossômica dos genes 
selecionados para validação por qRT-PCR. As setas vermelhas indicam as regiões 
envolvidas em perdas e a verde em ganhos, detectadas pela HR-CGH.  
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Avaliação da expressão gênica por qRT-PCR 

 

Após a construção das curvas-padrão foi calculada a eficiência de amplificação 

dos genes alvo ARID1A, S100A4, MTSS1, NME1 e TOP2A e dos genes endógenos 

GAPDH e HPRT pela fórmula: E=10(-1/slope). Os dados obtidos estão descritos na 

Tabela 11. As curvas-padrão, de amplificação e dissociação para esses genes estão 

apresentadas nas Figuras 11, 12 e 13, respectivamente.  

Os valores numéricos referentes à análise pela qRT-PCR dos genes ARID1A, 

S100A4, MTSS1, NME1 e TOP2A e dos endógenos nas amostras de próstata dos 

grupos CaP, HNP e tecido adjacente ao tumor (Adj) estão apresentados na Tabela 12. 

Os genes ARID1A, MTSS1, NME1 e S100A4 foram considerados diferencialmente 

expressos nas amostras CaP e HPN quando os valores de QR eram � 2, genes 

regulados positivamente (expressão aumentada) e � 0,5, genes regulados 

negativamente (expressão diminuída) em relação aos tecidos prostáticos normais. 

Para a análise de expressão do gene TOP2A foram considerados os limites diferentes 

dos convencionados para os demais genes, pois este gene apresentou grande 

dispersão de valores mesmo entre as amostras de próstata normal. Portanto, após o 

calculo da média, desvio padrão e intervalo de confiança dos valores de QR das 

amostras controle, os valores normais de referência ficaram estabelecidos entre 0,26 e 

3,36 e foi considerada expressão aumentada quando QR � 3,66 e diminuída quando 

QR � 0,23.   

 

Tabela 11. Determinação da eficiência da qRT-PCR para os pares de iniciadores dos 
genes alvo e endógenos.  

 

Gene Coeficiente de 
linearidade 

“Slope” Eficiência 

ARID1A 0,99 -2,97 2,17 

S100A4 0,99 -3,32 2,00 

MTSS1 0,99 -2,99 2,16 

NME1 0,99 -3,42 1,96 

TOP2A 0,99 -3,51 1,93 
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GAPDH 0,99 -3,29 2,01 

HPRT 0,99 -3,76 1,90 

 

�
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Figura 11. Curvas-padrão dos genes alvo ARID1A (a), MTSS1 (b), NME1 (c), S100A4 
(d), TOP2A (e) e endógenos GAPDH (f) e HPRT (g). 
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Figura 12. Curvas de amplificação para os genes alvo ARID1A (a), MTSS1 (b), NME1 
(c), S100A4 (d), TOP2A (e) e endógenos GAPDH (f) e HPRT (g). Estão apresentadas 
as curvas de amplificação para as amostras 199, 200, 201, 202, 208F1, 208F3, SVO 1 
e SVO 3.  
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Figura 13. Curvas de dissociação para os genes alvo ARID1A (a), MTSS1 (b), NME1 
(c), S100A4 (d), TOP2A (e) e endógenos GAPDH (f) e HPRT (g). Estão apresentadas 
as curvas de dissociação para as amostras 199, 200, 201, 202, 208F1, 208F3, SVO 1 
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e SVO 3. A presença de um pico único para cada amostra indica a amplificação 
somente do produto de interesse de cada gene. 
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Análise da qualidade do RNA extraído das amostras em blocos de parafina 

 

Embora a quantificação do RNA das amostras a fresco e em blocos de parafina 

fosse similar, as amostras em parafina mostraram sinais de degradação. Apesar 

destas condições foram realizados os experimentos de qRT-PCR para os mesmos 

genes avaliados nas amostras a fresco (ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e TOP2A e 

o endógeno GAPDH). Os genes NME1, S100A4 e TOP2A não amplificaram num 

subgrupo de amostras testadas. Por este motivo, foi dada continuidade ao 

experimento apenas para os genes ARID1A e MTSS1, os quais amplificaram em todos 

os casos, exceto quatro (casos 74, 83, 85 e 91). Além destes casos, as amostras 22 e 

65 foram excluídas da análise por apresentarem Ct médio (MCt) acima de 30 ciclos 

para o gene endógeno GAPDH. Esse nível de amplificação do gene GAPDH, que 

normalmente apresenta bom nível de expressão, indicou que os resultados das qRT-

PCR para os genes alvo (geralmente com menor expressão que o endógeno), nestes 

dois casos poderiam não ser confiáveis. 

 

Análise da expressão do gene ARID1A 

Amostras a fresco 

A expressão do gene ARID1A foi detectada em 74/75 amostras de CaP 

(amostra 18T foi excluída por ter sido detectada expressão tardia para o gene 

endógeno GAPDH utilizado no experimento, MCt>28 mesmo após repetições do 

experimento, portanto não pode ser considerada a expressão dessa amostra para os 

genes ARID1A, MTSS1, NME1 e S100A4), nas seis amostras de HNP e em 18/19 

amostras de tecido prostático não-neoplásico adjacente ao tumor (exceto a amostra 

213, em que não foi detectada a expressão deste gene, QR=0,00).  

A análise da mediana dos QRs (Tabela 12) dos CaP revelou um aumento de 

expressão do gene ARID1A (QR= 2,72) em relação às amostras de próstata normais, 

embora se tenha observado uma grande variação dos níveis de expressão (QR=0,08 

a QR=58,53) entre os adenocarcinomas. As amostras de HNP não mostraram 

diferenças quando comparadas à próstata normal (mediana de QR=1,75). Nas 

amostras de tecido adjacente ao tumor houve também grande dispersão dos valores 

de expressão de ARID1A (QR=0,44 a QR=7,58; mediana de QR=2,12). A Tabela 13 

apresenta a porcentagem de casos com expressão diminuída, normal ou aumentada 
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dos genes avaliados e a Figura 14 mostra a representação gráfica dos níveis de 

expressão nos diferentes grupos de amostras (CaP, HNP e tecido adjacente) para os 

genes avaliados.  

 

Tabela 13. Padrão de expressão dos genes ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e 
TOP2A nas amostras avaliadas.  

 

Expressão Gênica CaP HNP Tec. Adj. 

ARID1A    

Diminuição expressão (QR�0,5) 3 (4%) 0 2 (11%) 

Expressão normal (QR>0,5 e <2,0) 18 (24%) 4 (67%) 7 (37%) 

Aumento expressão (QR�2,0) 53 (72%) 2 (33%) 10 (53%) 

Total 74 6 19 

    

MTSS1    

Diminuição expressão (QR�0,5) 6 (8%) 1 (17%) 1 (5%) 

Expressão normal (QR>0,5 e <2,0) 37 (50%) 3 (50%) 10 (53%) 

Aumento expressão (QR�2,0) 31 (42%) 2 (33%) 8 (42%) 

Total 74 6 19 

    

NME1    

Diminuição expressão (QR�0,5) 10 (14%) 1 (17%) 4 (21%) 

Expressão normal (QR>0,5 e <2,0) 42 (56%) 5 (83%) 12 (63%) 

Aumento expressão (QR�2,0) 22 (30%) 0 3 (16%) 

Total 74 6 19 

    

S100A4    

Diminuição expressão (QR�0,5) 20 (27%) 0 1 (5%) 

Expressão normal (QR>0,5 e <2,0) 38 (51%) 3 (50%) 10 (53%) 

Aumento expressão (QR�2,0) 16 (22%) 3 (50%) 8 (42%) 
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Total 74 6 19 

    

TOP2A    

Diminuição expressão (QR�0,23) 0 0 0 

Expressão normal (QR>0,23 e <3,66) 12 (16%) 2 (33%) 6 (32%) 

Aumento expressão total (QR�3,66) 

 
61 (84%) 4 (67%) 13 (68%) 

                                  QR > 3,66 e � 5 7 (10%) 0 2 (11%) 

                                  QR > 5 e � 10 24 (33%) 0 5 (26%) 

                                  QR > 10 e � 20 18 (25%) 3 (50%) 2 (11%) 

                                  QR > 20 e < 40 8 (11%) 1 (17%) 2 (11%) 

                                  QR � 40 4 (5%) 0 2 (11%) 

Total 73 6 19 

Quantificação relativa (QR) 
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Figura 14. Quantificação relativa (QR) dos genes avaliados nos CaP (n=74), HNP 
(n=6) e tecido adjacente ao tumor (n=19) em relação à expressão em amostras de 
próstata normais (SVO, n=2). Para os genes ARID1A (A), MTSS1 (B), NME1 (C) e 
TOP2A (E) não foram observadas diferenças significativas dos níveis de expressão 
gênica entre os diferentes grupos de amostras. Para o gene S100A4 (D e E) observa-
se uma tendência de diminuição da expressão gênica nos CaP em relação às 
amostras de HNP e tecido adjacente ao tumor (P=0,054, teste de Mann-Whitney). 
Existe diferença estatisticamente significativa entre os níveis de expressão de S100A4 
nas amostas de CaP comparada às amostras agrupadas de HNP e tecido adjacente 
(E) (P=0,021, teste de Mann-Whitney). As barras pontilhadas indicam os limites de 
diminuição e aumento de expressão para cada gene analisado. Em cada grupo de 
amostras, as barras indicam as medianas de QR. 

 

 

Por HR-CGH foram observadas perdas em 1p36.1 presentes em 75% (6/8) das 

amostras do grupo III, em 63% (5/8) dos tumores primários do grupo I e em 60% (3/5) 

dos tumores do grupo II. No entanto, por CGH-array, perdas genômicas de BACs 

HNP

#

HNP

$

HNP

�

P=0,068 

P=0,129 

P=0,054 

HNP

%

HNP

P=0,021 

&

0,23

3,66

20

40

Tec. Adj. 

'
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contendo o gene ARID1A foram detectadas apenas em 1/6 (16,7%) amostras de tumor 

primário do grupo I e em 2/6 metástases (uma metástase em testículo e uma em 

linfonodo). Por outro lado, não foram observadas alterações nos tumores primários 

dos pacientes do grupo II. 

As análises em outro conjunto de amostras para validação dos achados de HR-

CGH e CGH-array para expressão do gene ARID1A mostraram diminuição da 

expressão em apenas 3/74 (4%) amostras de CaP (34T, 38T e 176). O caso 34T, que 

apresentou diminuição de expressão do gene (QR=0,17), não apresentou recidiva 

bioquímica (PSA pós=0,05ng/mL) durante o seguimento clínico (36 meses). Este caso 

apresentava baixo risco de recorrência (escore de Gleason baixo e pT2a). Os outros 

dois casos com diminuição de ARID1A apresentaram características de mau 

prognóstico, tais como: escore de Gleason e risco de recorrência altos, recidiva 

bioquímica (PSA pós > 0,2ng/mL) e presença de metástase no caso 38T.  Além disso, 

a freqüência de diminuição de expressão do gene foi maior no subgrupo de pacientes 

(24 casos) que apresentaram recidiva bioquímica, detectada pelos valores de PSA 

pós-prostatectomia (�0,2ng/mL). Dentre os pacientes com recidiva bioquímica, 8% 

(2/24) mostraram diminuição de expressão do gene ARID1A (QR=0,08 e QR=0,28). 

Sete das 24 amostras (29%) mostraram expressão normal.   

Pelo fato da análise de CGH-array ter permitido a identificação de perda do 

gene ARID1A no subgrupo de pacientes com tumores primários que evoluíram para 

metástase e nas amostras metastáticas e estar ausente nos casos de pacientes que 

apresentaram prognóstico favorável, foi avaliado se os níveis de ARID1A estavam 

associados com pior prognóstico da doença. Para tanto, foi realizada análise de 

associação entre os níveis de ARID1A (baixo, normal e alto) e a presença ou ausência 

de recidiva bioquímica. Numa primeira análise foram excluídos os pacientes com PSA 

pós-cirúrgico <0,2ng/mL e com menos de 12 meses de seguimento clínico. Os 

resultados não mostraram associação significativa entre os níveis de ARID1A e 

recidiva bioquímica (n=65, P=0,0798, teste de Fischer) (dados não apresentados). 

Numa segunda análise foram excluídos os pacientes com PSA pós-cirúrgico 

<0,2ng/mL (sem recidiva bioquímica) e com menos de 24 meses de seguimento 

clínico. Esta análise mostrou uma associação estatisticamente significativa entre a 

expressão normal ou diminuída de ARID1A (QR<2,0) e recidiva bioquímica (n=54, 

P=0,0223, Odds Ratio - OR=5,40 Intervalo de confiança – IC95%=1,26-23,05, teste de 

Fischer). A expressão normal ou diminuída de ARID1A foi detectada em 38% dos 
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casos com recidiva (9/24) e em 10% (3/30) dos pacientes sem recidiva bioquímica até 

o último seguimento clínico (PSA<0,2ng/mL).  

Na comparação entre as amostras obtidas de um mesmo paciente (casos 88, 

205, 208, 211, 213, 214 e 218) foram observadas diferenças quanto ao nível de 

expressão em cada tipo de amostra, conforme pode ser observado na Tabela 14 . Não 

foi observado aumento de expressão do gene ARID1A nos tumores quando 

comparados com as amostras de tecido adjacente ou HNP do mesmo paciente. Em 

4/5 amostras pareadas de CaP e tecido adjacente ou CaP e HNP (casos 88, 205, 213, 

217 e 218) o tecido adjacente ao tumor ou o HNP mostraram expressão aumentada de 

ARID1A, enquanto que  todos os tumores apresentaram valores normais de 

expressão. A única exceção ocorreu no caso 213, em que não foi detectada a 

expressão de ARID1A no tecido adjacente ao tumor (embora o gene endógeno tenha 

apresentado amplificação); enquanto que o CaP e a HNP mostraram níveis normais 

de expressão. Este paciente apresentava um tumor com características mais 

agressivas, escore 8 de Gleason, pT3a, sendo que o fragmento de tumor analisado 

pela qRT-PCR apresentava um valor de Gleason menor (6, com áreas 5; Tabela 14). 

Os níveis de expressão do gene ARID1A nos tumores foram avaliados 

segundo cada um dos parâmetros clínico-histopatológicos isolados (escore de 

Gleason, pTNM, PSA pré e pós-cirúrgico, risco de recorrência, invasão angiolinfática, 

extensão extra prostática, comprometimento de margem cirúrgica) (Tabela 14). 

Foi observada associação significativa entre os níveis de expressão de ARID1A 

nos subgrupos de pacientes com e sem recidiva bioquímica, detectada segundo os 

valores de PSA pós-cirúrgico. Tumores com menores níveis de expressão do gene 

foram mais freqüentemente associados com recidiva bioquímica (PSA�0,2ng/mL) pós-

prostatectomia. Esta associação foi observada em três análises diferentes. Na 

primeira, todos os pacientes foram incluídos (n=71, P=0,0355). Na segunda análise 

foram excluídos os pacientes com PSA<0,2ng/mL e menos de 12 meses de 

seguimento clínico (n=65, P=0,0241). Na terceira análise foram excluídos os pacientes 

com PSA<0,2ng/mL e menos de 24 meses de seguimento (Figura 15, n=54, P=�

0,0074).  
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Figura 15. Análise da expressão de ARID1A nas amostras de CaP com e sem recidiva 
bioquímica de acordo com os valores do PSA pós-cirúrgico (n=53). Nesta análise 
foram excluídos os pacientes com PSA<0,2ng/mL e menos de 24 meses de 
seguimento. Observam-se diferenças significativas entre os níveis de expressão 
gênica dos grupos que apresentaram PSA pós <0,2ng/mL e �0,2ng/mL (P=0,0074, 
teste de Mann-Whitney). 

 

Adicionalmente, foi avaliado se os níveis de expressão do gene estavam 

associados com o tempo de sobrevida livre de doença (SLD). As curvas de sobrevidas 

foram construídas de acordo com os padrões de expressão de ARID1A (expressão 

diminuída, normal e aumentada) nos grupos de pacientes com e sem recidiva 

bioquímica. Novamente, foram realizadas três análises diferentes. Na primeira análise 

foram considerados todos os pacientes (n=71) e se observou uma tendência a 

associação entre os níveis de expressão de ARID1A e o tempo de sobrevida livre de 

doença (P=� 0,0299, Teste de Logrank, Figura 16A). Como se pode notar, os 

comportamentos das curvas de sobrevida dos pacientes com expressão diminuída do 

ARID1A (QR�0,5) ou normal (0,5<QR<2.0) são muito semelhantes, por este motivo 

nas análises posteriores estes pacientes foram reagrupados (QR<2,0). Nas outras 

duas análises foram excluídos os pacientes com PSA<0,2ng/mL e com seguimento 

clínico menor que 12 meses e 24 meses, respectivamente. Os resultados mostraram 

que os níveis aumentados de expressão de ARID1A estão associados com evolução 

clínica favorável dos pacientes, com aumento do tempo de sobrevida livre de doença. 

Os pacientes com níveis normais ou baixos de ARID1A mostraram um risco 2,336 

maior de recidiva bioquímica (n=65; P=� 0,0365, Hazard Ratio - HR=2,336, 

P=0,0074
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IC95%=1,070-7,920) na análise excluindo o grupo de pacientes sem recidiva bioquímica 

e seguimento clínico menor que 12 meses (Figura 16B). Na análise onde foram 

excluídos os pacientes sem recidiva bioquímica avaliada por menos de 24 meses 

(Figura 16C), níveis normais ou baixos de ARID1A foram associados com maior risco 

de recidiva bioquímica (n=54; P=0,0131; HR=2,706; IC95%=�1,320-10,70). As medianas 

de sobrevida foram de 17 meses para os pacientes, cujos tumores apresentavam 

expressão do transcrito normal ou diminuída e de 72 meses para os pacientes com 

expressão aumentada. 

 

 

 

Figura 16. Curvas de sobrevida livre de doença (SLD) de acordo com os níveis de 
expressão do gene ARID1A nas amostras de CaP. (A) SLD dos pacientes (n=71) nos 
grupos de tumores com expressão de ARID1A diminuída (QR�0,5), normal 
(0,5<QR<2,0) e aumentada (QR�2,0). Observa-se uma tendência a associação entre 
os níveis diminuídos ou normais de ARID1A com menor tempo de SLD (P=0,0299; 
Teste de Logrank). (B) e (C) SLD dos pacientes com tumores expressando níveis 
diminuídos ou normais (QR<2,0) e aumentados (QR�2,0) de ARID1A, excluindo os 
pacientes sem recidiva bioquímica com seguimento clínico inferior a 12 meses (B) e 
inferior a 24 meses (C). Observa-se associação estatisticamente significativa entre 
níveis diminuídos ou normais de ARID1A e menor tempo de SLD tanto em B quanto 
em C (Teste de Logrank). 

 

 

Os níveis de transcritos de ARID1A foram avaliados nos tumores de acordo 

com os escores de risco, segundo as características clínico-histopatológicas (escore 

de Gleason, invasão angiolinfática, extensão extra-prostática, comprometimento de 

margem cirúrgica e PSA pós-cirúrgico) (Tabela 14). Não foram observadas diferenças 

� � �
P=0,0365 P= 0,0131
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significativas entre os níveis de ARID1A nas amostras de CaP nos diferentes 

agrupamentos (P=0,49; Anova, teste de Kruskal-Wallis).  

 

 

Amostras fixadas e em blocos de parafina 

A análise da expressão do gene ARID1A (Tabela 15) nas amostras de CaP 

obtidos de  blocos de parafina apresentou nível de expressão aumentado para 13/14 

(93%) amostras (mediana = 7,11). No entanto, só foi utilizada uma amostra de próstata 

normal em parafina (SVO3) para os cálculos de quantificação relativa do gene ARID1A 

nas amostras de tumor, uma vez que não foi obtido um padrão de amplificação de 

qualidade na outra amostra controle. Como não foi possível detectar a variação 

biologicamente normal da expressão do gene em diferentes tecidos prostáticos 

normais, é possível que os valores de expressão relativa deste gene nos tumores não 

reflitam os valores reais. Desta forma, optou-se por não incluir essas amostras nas 

análises agrupadas. 
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Análise da expressão do gene MTSS1 

 

Amostras a fresco 

A expressão do gene MTSS1 foi detectada em todas, exceto uma amostra de 

CaP. Embora os níveis de expressão de MTSS1 nas amostras de CaP apresentassem 

grande variação (QR=0,09 a QR=42,70), a mediana das QR das amostras não 

mostrou diferença importante em relação à expressão das amostras de próstata 

normais (mediana QR=1,60). As amostras de HNP não mostraram diferença no nível 

de expressão do MTSS1 quando comparados à próstata normal (mediana de 

QR=1,50). No grupo de amostras de tecido prostático adjacente ao tumor foi verificada 

uma grande dispersão dos valores de expressão do MTSS1 (QR=0,5 a QR=28,74), 

sendo a mediana de QR =1,41 (Tabela 12 e Figura 14). Semelhante ao observado na 

análise de ARID1A, as amostras de CaP apresentaram um perfil de expressão do 

MTSS1 similar às amostras de tecido adjacente ao tumor. Os dados de expressão do 

gene MTSS1 estão apresentados na Tabela 13. 

Por HR-CGH foram observadas perdas envolvendo a região cromossômica 

8q24.1 em 75% (6/8) das amostras de CaP e 64% (7/11) das metástases do grupo I, 

em 80% (4/5) dos CaP do grupo II e em todas as amostras de CaP do grupo III (n=8). 

Com relação aos resultados da CGH-array (dados não apresentados), a perda do BAC 

contendo este gene foi detectada em 4/6 amostras de tumores primários e em 3/6 

metástases pertencentes ao grupo I. Por outro lado, no grupo de pacientes com 

evolução clínica favorável (grupo II) não foi observada alteração neste gene.  

As análises foram realizadas de forma semelhante à descrita para o gene 

ARID1A. Apenas 8% (6/74) dos tumores prostáticos apresentaram expressão 

diminuída de MTSS1. Dentre os pacientes com recidiva bioquímica (PSA pós-

cirúrgico�0,2ng/mL), 8% (2/24) mostraram diminuição de expressão do gene MTSS1 

(QR=0,18 e QR=0,09) e 54% (13/24 amostras) mostraram expressão normal. Dentre 

os casos com tumores com diminuição de expressão do gene e sem recidiva 

bioquímica, dois (casos 213 e 217) apresentam seguimento clínico de 4 e 12 meses, 

respectivamente, e um está sendo acompanhado há 36 meses (caso 34T). Este último 

é o mesmo caso com diminuição de expressão do gene ARID1A, comentado 

anteriormente.  Além disso, o caso 51T não foi incluído nessas análises, apesar de 

apresentar expressão diminuída de MTSS1, por não haver informação do PSA pós-

cirúrgico disponível.  
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A comparação entre o padrão de expressão do gene MTSS1 (expressão 

normal ou diminuída) nos grupos com e sem recidiva bioquímica não foi 

estatisticamente diferente. Expressão diminuída ou normal de MTSS1 foi detectada 

em 63% dos casos com recidiva (15/24) e em 53% (16/30) dos pacientes sem recidiva 

bioquímica. Nesta análise foram excluídos os pacientes com PSA pós-cirúrgico 

<0,2ng/mL e com menos que 24 meses de seguimento clínico. 

O padrão de expressão do MTSS1 foi comparado com cada um dos 

parâmetros clínicos-histopatológicos isolados e também com os escores de risco. 

Dentre todos os fatores analisados, o único que mostrou resultados estatisticamente 

significativos foi o PSA pós-cirúrgico. Observou-se uma tendência a associação 

(P=0,0564) entre menores níveis de transcritos de MTSS1 e PSA pós-cirúrgico 

elevado (�0,2 ng/mL) para o grupo total de pacientes (n=71). Quando foram excluídos 

os pacientes sem recidiva bioquímica (PSA<0,2ng/mL) e os pacientes com seguimento 

clínico inferior a 12 meses, o poder estatístico foi maior (P=0,0450). A expressão 

gênica diminuída foi prevalente em pacientes com recidiva bioquímica (seguimento 

clínico superior a 24 meses) (P=0,0376, Figura 17).   

A comparação entre as diferentes amostras de um mesmo paciente revelou 

diferenças quanto ao nível de expressão (Tabela 14). Todos os carcinomas de 

próstata revelaram expressão diminuída do transcrito quando comparados com as 

amostras de tecido adjacente. 

 

 

�  

P=0,0376
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Figura 17. Análise da expressão de MTSS1 nas amostras de CaP com e sem recidiva 
bioquímica de acordo com os valores do PSA pós-cirúrgico, excluindo-se as amostras 
com valores de PSA<0,2ng/mL e com seguimento clínico inferior a 24 meses (n=53). 
Foram observadas diferenças significativas entre os níveis de expressão gênica entre 
os dois grupos (P=0,0376,  teste de Mann-Whitney). 

 

 

Não foi observada associação entre os níveis de expressão do gene MTSS1 e 

o tempo de sobrevida livre da doença (P=0,5240, teste Logrank, Figura 18). As curvas 

de sobrevida dos grupos com expressão normal ou aumentada de MTSS1 foram 

semelhantes entre si e diferentes da curva do grupo com expressão diminuída do 

gene. As demais análises não mostraram associação estatística entre os níveis de 

MTSS1 e tempo de SLD nos pacientes com CaP, mesmo quando excluídos os 

pacientes sem recidiva e com seguimento clínico em curto prazo. 

 

 

 

 

 

 

P= 0,5240
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Figura 18: Curvas de sobrevida livre de doença (SLD) de acordo com os níveis de 
expressão do gene MTSS1 nas amostras de CaP (n=71). Não foram observadas 
diferenças significativas entre os grupos comparados (P=0,5240,  teste de Logrank). 

 

 

Amostras fixadas e em blocos de parafina 

A análise da expressão do gene MTSS1 realizada nas amostras em blocos de 

parafina, utilizou como calibrador as duas amostras de SVO (3 e 4, em parafina). Foi 

observado um aumento de expressão em 8/15 (53%) amostras e diminuição para 4/15 

(26%) (Tabela 16). Em amostras a fresco foi detectado um aumento de expressão em 

42% e diminuição em 8% (Tabelas 12 e 13). A mediana da expressão do gene 

MTSS1 nas amostras válidas de CaP parafinadas foi de 1,51 muito próxima a mediana 

da expressão deste gene nas amostras de CaP a fresco (1,60) (Figura19).  
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Figura 19. Quantificação relativa (QR) do gene MTSS1 em amostras CaP obtidas a 
partir de tecido fixado e em blocos em parafina, CaP a fresco, HNP e tecido adjacente 
ao tumor em relação à expressão em amostras de próstata normais. As barras 
pontilhadas indicam os limites de QR=0,5 e QR=2,0. As barras em cada grupo de 
amostras indicam as medianas de QR. 

 

 

 

Com base nas semelhanças entre os níveis de expressão gênica nas amostras 

de CaP a fresco e em parafina, foram realizadas as mesmas análises com relação aos 

parâmetros clínico-histopatológicos isolados e agrupados (escores) considerando 

todas as amostras (material fresco e parafinado) no grupo CaP. Não foram observadas 

diferenças significativas nestas comparações, nem mesmo se manteve a associação 

significativa entre recidiva bioquímica (PSA pós-cirúrgico�0,2ng/mL) e níveis mais 

baixos do transcrito.  

 

 

Análise da expressão do gene NME1 

 

A expressão do gene NME1 foi detectada em 74/75 amostras de CaP, em seis 

amostras de HNP e em 17/19 amostras de tecido prostático adjacente ao tumor. As 

amostras de tecido adjacente 213 e 214, não apresentaram expressão do gene, 

embora tenha sido observada amplificação tardia do gene endógeno GAPDH (Tabela 

12). 
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As amostras de HNP mostraram diminuição no nível de expressão do gene 

NME1 em relação às amostras de tecido adjacente ao tumor e aos CaP (mediana de 

QR=0,77), porém sem significância estatística. Houve grande variação nos níveis de 

transcritos de NME1 nas amostras de CaP (QR=0,02 a QR=11,35), entretanto a 

mediana dos QRs das amostras CaP (QRmed= 1,16) não apresentou diferença 

significativa em relação às amostras de próstata normais. Foi verificada dispersão nos 

valores de expressão do gene NME1 no grupo de tecido adjacente ao tumor (QR=0,00 

a QR=8,34), sendo que mediana de QR foi de 1,13. Semelhante ao observado para os 

genes ARID1A e MTSS1, o perfil de expressão do NME1 no tecido prostático 

adjacente ao tumor foi similar ao detectado nas amostras dos carcinomas (Tabela 12 

e Figura 14).  

Perdas envolvendo 17q foram detectadas por HR-CGH em 88% (7/8) das 

amostras de CaP e nas 11 metástases do grupo I, em 60% (3/5) dos CaP do grupo II e 

em 88% (7/8) dos CaP do  grupo III. Os resultados de CGH-array mostraram perda em 

3/4 amostras de carcinoma de próstata (75%) de diferentes localizações de dois 

pacientes (grupo III analisado na plataforma oligonucleotídeos de 19K). Este gene não 

estava representado na plataforma de BAC HB68 (6K) onde foram analisadas as 

amostras dos grupos de pacientes I e II. A análise por qRT-PCR do gene NME1 

mapeado nesta região cromossômica revelou diminuição da expressão de NME1 em 

14% dos CaP e aumento em 30% (Tabela 13). 

Os carcinomas de próstata mostraram expressão diminuída de NME1 quando 

comparados ao tecido adjacente do mesmo paciente, com exceção do tecido 

adjacente do caso 213 onde não foi detectada a sua expressão. Por outro lado, a 

maioria das amostras de HNP não mostrou expressão alterada do gene, com exceção 

do caso 160 (QR=0,43, Tabela 14).  

A análise da expressão do NME1 comparada com cada um dos parâmetros 

clínico-histopatológicos isolados ou agrupados em escores não revelou diferenças 

significativas (Tabela 14). Além disso, não foram observadas diferenças estatísticas 

entre os níveis normais e diminuídos de expressão gênica e recidiva bioquímica, 

tampouco com nas análises de sobrevida livre de doença. 

 

 

Análise da expressão do gene S100A4 
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A expressão do gene S100A4 foi detectada em 74/75 CaP e em todas as 

demais amostras analisadas. Os níveis de expressão e as medianas para cada grupo 

de amostras estão apresentados na Tabela 12. A porcentagem de casos com 

aumento, diminuição e níveis normais de expressão de S100A4 nos diferentes tecidos 

pode ser visualizada na Tabela 13. No caso dos carcinomas de próstata, 27% (20/74) 

apresentaram diminuição de expressão e 22% (16/74) aumento. Por outro lado, nas 

amostras de tecido adjacente, apenas 5% (1/19) mostrou diminuição de expressão e 

42% (8/19) aumento. Os níveis do transcrito detectados nos CaPs mostraram-se 

marginalmente significantes em relação ao tecido adjacente (P=0,054). Quando os 

tecidos adjacentes e hiperplasias foram agrupados, foi observado que os CaP 

apresentaram  diminuição significativa de expressão do gene S100A4 (P= 0,021) 

(Figura 14).  

As amostras de um mesmo paciente apresentaram diferenças quanto ao nível 

de expressão (Tabela 14). As amostras de HNP apresentaram expressão aumentada 

em comparação com o tecido adjacente do mesmo paciente; por outro lado, a 

expressão nos carcinomas de próstata, em relação às amostras de tecido adjacente e 

HNP, não se mostrou diferente. 

Ganhos envolvendo a 1q21.2 foram detectados por HR-CGH em 38% (3/8) dos 

CaP e em 55% (6/11) das metástases do grupo I, em 20% (1/5) dos CaP do grupo II e 

em 25% (2/8) dos CaP do grupo III. A análise da expressão do gene S100A4 mapeado 

nesta região mostrou que 22% dos CaP apresentaram aumento da expressão.  

Por outro lado, perda em 1q21.2 (HR-CGH) foram observadas em 50% (4/8) 

dos CaP e em 9% (1/11) das metástases do grupo I e em 50% (4/8) dos CaP do grupo 

III. A análise da expressão de S100A4 por qRT-PCR mostrou que 27% dos CaP 

apresentaram diminuição de expressão. Os resultados de CGH-array mostraram perda 

do BAC que continha a família dos genes S100 em 2/4 (50%) amostras de tumores 

primários do grupo II, ou seja, que evoluíram sem recorrência ou metástase; e perda 

de 1/4 amostras (25%) de tumor primário no grupo de pacientes que desenvolveram 

metástase (grupo I).  

Na comparação com os parâmetros clínico-histopatológicos, foi encontrada 

uma associação significativa entre os níveis aumentados de expressão de S100A4 em 

tumores que apresentaram extensão extra-prostática (Figura 20A) (P=0,020; 

OR=5,66, IC95%=1,171-27,37, teste de Fisher). Aumento de expressão de S100A4 foi 
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observado em 30% (13/44) dos pacientes com extensão extra-próstática comparado a 

7% (2/29) dos pacientes sem extensão extra-prostática. 

Quanto aos parâmetros agrupados em escores, foi observado que os tumores 

com a presença de pelo menos um fator de pior prognóstico (escore de 1 a 5) 

apresentaram maior expressão de S100A4 em relação às amostras de CaP com 

ausência de qualquer fator de risco (escore zero, indicativo de bom prognóstico) 

(Figura 20B).  

Não foram observadas diferenças significativas quando os níveis de S100A4 

foram comparados nos grupos com e sem recidiva bioquímica. A análise de sobrevida 

livre de doença também não mostrou associação com a expressão de S100A4.  

 

 

 

 

Figura 20. Análise da expressão de S100A4 nas amostras de CaP em relação às 
características clínico-histopatológicas. A) CaPs com extensão extra-prostática 
apresentaram maiores níveis de S100A4 em relação a ausência desta característica 
(P=0,008, teste de Mann-Whitney). B) Características clínico-histopatológicas 
agrupadas em escores, revelando que a presença de pelo menos um fator de pior 
prognóstico está relacionado a níveis mais altos de expressão do gene (P=0,048, teste 
de Mann-Whitney). As barras pontilhadas indicam os limites de QR=0,5 e QR=2,0. As 
barras em cada grupo de amostras indicam as medianas de QR.  
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Análise da expressão do gene TOP2A 

 

Para a análise de expressão do gene TOP2A foram considerados limites 

diferentes dos adotados para os demais genes (ganho: QR � 2,0 e perda: QR � 0,5), 

pois houve uma grande dispersão nos valores de expressão desse gene para as 

amostras controle (SVO). Por este motivo foi calculada a média e desvio-padrão dos 

controles. Os valores de referência para este gene foram estabelecidas em QR � 3,66 

para expressão aumentada e QR � 0,23 para expressão diminuída (Tabela 12).  

A expressão do gene TOP2A foi detectada em 73/75 amostras e em todas as 

demais amostras analisadas. As amostras CaP, HNP e tecido adjacente mostraram 

aumento no nível de expressão do gene TOP2A em relação às amostras normais 

(Figura 14). Houve grande variação da expressão dos transcritos de TOP2A nas 

amostras de CaP (QR=0,70 a QR=70,52), entretanto, a mediana dos QRs apresentou 

aumento em relação às amostras de próstata normais (mediana QR=8,20). Foi 

verificada uma grande dispersão nos valores de expressão do gene TOP2A no grupo 

de tecido adjacente ao tumor (QR=1,44 a QR=120,68) (mediana de QR=5,76). 

Semelhante ao observado para os genes ARID1A, MTSS1 e NME1, o perfil de 

expressão no tecido prostático adjacente ao tumor foi similar ao detectado nas 

amostras dos carcinomas. As amostras de HNP também apresentaram expressão 

aumentada do transcrito TOP2A (mediana dos QR=13,38). 

A porcentagem de casos com aumento e com níveis normais de expressão 

estão relacionados na Tabela 13. Não foi observada diminuição da expressão de 

TOP2A em nenhuma amostra. 

A avaliação por CGH-array para o gene TOP2A apontou ganhos em uma 

amostra de um total de 4 avaliadas, sendo duas amostras de cada paciente (grupo III, 

analisado na plataforma de 19k7.1 single-spotted microarrays), em 1/4 amostras de 

carcinoma prostático do grupo II (boa evolução, caso P29) e em 1/6 amostras de CaP 

e em 1/6 metástases dos pacientes do grupo I avaliados na plataforma BACs HB68 

(6k). Por HR-CGH não foram detectados ganhos significativos na região 

cromossômica 17q12-21, entretanto, a amostra P29 também apresentou ganho de 

17q12-21, confirmando o resultado de CGH-array. Pela análise de expressão 84% dos 

CaPs apresentaram expressão aumentada de TOP2A, sendo que 41% apresentou 

alto nível de expressão (QR>10). 
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Na comparação entre as diferentes amostras de um mesmo paciente foram 

observadas diferenças quanto ao nível de expressão, conforme pode ser observado 

na Tabela 14. Em geral os CaPs apresentaram expressão mais alta que tecido 

adjacente ao tumor e HNP do mesmo paciente. A comparação entre HNP e tecido 

adjacente mostrou que estes tiveram níveis mais altos que aqueles. 

Com relação aos parâmetros clínico-histopatológicos isolados ou agrupados 

em escores considerados nesse estudo, foi encontrada associação positiva entre os 

níveis de expressão de TOP2A e escores de Gleason (Figura 21). Os tumores com 

escores de Gleason mais altos também apresentaram os níveis mais altos de 

expressão de TOP2A (Tabela 17). A Figura 21C mostra uma representação gráfica 

dos níveis de TOP2A e sua distribuição de acordo com escore de Gleason baixo ou 

alto. Observa-se que todos os tumores com níveis mais baixos de TOP2A (categorias 

0 e 1, ou QR<5) apresentavam escore de Gleason baixo. Por outro lado, todos os 

tumores com os maiores níveis de TOP2A (categoria 5, ou seja, QR�40) apresentam 

escores de Gleason alto.  
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Figura 21. Análise da expressão de TOP2A com relação ao escore de Gleason nas 
amostras CaP. A) Foram agrupados os CaPs com escores de Gleason baixo 
(menores que 7=3+4) e alto (maiores que 7=4+3) revelando diferença significativa 
(P=0,0061, teste Mann-Whitney). B) A análise da expressão considerando escores de 
Gleason 5 e 6, 7 (3+4 e 4+3, separadamente) e 8 e 9.mostra que os níveis mais altos 
de expressão gênica foram detectados nos CaP com escores de Gleason mais altos 
(P=0,006, ANOVA, teste de Kruskal-Wallis). C) Os níveis de expressão do TOP2A 
foram categorizados de 0 a 5 e em cada categoria foram considerados escores baixo 
(menores que 7=3+4) e alto (maiores que 7=4+3):  

0 = QR<3,66 
1 = QR�3,66 <5 
2 = QR�5<10 
3 = QR�10<20 

�(

�(

���������

���������

A B
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4 = QR�20<40 
5 = QR�40    

Esta representação gráfica revela que todos os tumores com níveis mais baixos de 
TOP2A (categorias 0 e 1) apresentavam escore de Gleason baixo enquanto que todos 
os tumores com os maiores níveis de TOP2A (categoria 5) apresentam escores de 
Gleason alto. As barras em cada grupo de amostras indicam as medianas de QR.  



  

138 

� T
ab

el
a 

17
. C

at
eg

or
iz

aç
ão

 d
o 

ní
ve

l d
e 

ex
pr

es
sã

o 
de

 T
O

P
2A

 e
m

 n
ív

ei
s 

de
 0

 a
 5

 p
ar

a 
os

 7
3 

C
aP

. 

 

��
	�
�

;<
�

�>

.
��

��
��
��


 
��
��
&�

!�
"#
�
$%
�


 
��
�*
	�

!�
"#
�
$%
�

��
��
	�
��

1�
�"
�
��
��
�

�	
��
��
�

��
��
	�
��
�

1�
�"
�
��
��
�

�	
��
��
�

��
��
	�
��


�
<�

��
��

�
<�
	�
��
��
�

��
��
��6
��
���

��
?�
	�
��

��
"�
��
��
�
���
��

�@
��
�	
��
�

�@
���
'

��
�	
��
���
��

��
�"
��

�
��
�(
�"
���

�

��
�
��
�

��?
��
��
��

��
��
��
�

!�
�	
�	
%�

 �
"�
��
��
��
�

!�
�	
�	
%�

�	
��
��
�

N
ív

el
 0

 (
T

O
P

2A
 Q

R
<3

,6
6)

 

18
7 

0,
7 

63
 

5,
48

 
1,

08
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2c
 

m
od

er
ad

o 
- 

- 
+

 
1 

21
 

2 

17
0 

1,
12

 
70

 
4,

98
 

0,
10

 
ba

ix
o 

6(
3+

3)
 

ár
ea

 5
 

8(
5+

3)
 

pT
2c

 
al

to
 

- 
- 

- 
12

 
12

 
1 

16
8 

1,
34

 
70

 
4,

45
 

0,
00

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 e

 
ár

ea
 5

 
8(

5+
3)

 
pT

3a
 

al
to

 
+

 
+

 
- 

28
 

28
 

3 

40
T

 
1,

42
 

53
 

1,
80

 
0,

02
 

ba
ix

o 
6(

3+
3)

 
6(

3+
3)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
+

 
+

 
- 

74
 

74
 

2 

20
5 

1,
5 

67
 

5,
96

 
0,

03
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2c
 

m
od

er
ad

o 
- 

- 
- 

9 
9 

0 

46
T

 
1,

64
 

60
 

17
,1

0 
0,

30
 

ba
ix

o 
6(

3+
3)

 
6(

3+
3)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

- 
- 

10
 

85
 

1 

17
4 

2,
15

 
60

 
8,

09
 

0,
00

 
ba

ix
o 

6(
3+

3)
 

6(
3+

3)
 

pT
2c

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

- 
23

 
23

 
0 

21
7 

2,
47

 
62

 
6,

95
 

0,
00

 
ba

ix
o 

6(
3+

3)
 

7(
3+

4)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
- 

s.
i. 

s.
i. 

1 

20
9 

2,
61

 
52

 
4,

50
 

0,
00

 
ba

ix
o 

6(
3+

3)
 

6(
3+

3)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
+

 
7 

7 
2 

2T
 

2,
79

 
56

 
21

,9
0 

0,
46

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
3b

 
al

to
 

+
 

+
 

+
 

32
 

53
 

4 

18
1 

3,
08

 
71

 
9,

50
 

0,
02

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
2c

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

- 
25

 
25

 
0 



  

139 51
T

 
3,

2 
s.

i. 
s.

i. 
s.

i..
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3b
 

al
to

 
+

 
+

 
+

 
s.

i. 

32
 –

 ó
bi

to
 

po
r 

an
eu

ris
m

a 
ce

re
br

al
 

3 

N
ív

el
 1

 (
T

O
P

2A
 Q

R
�3

,6
6 

<5
 )

 

39
T

 
4,

26
 

47
 

1,
80

 
s.

i. 
ba

ix
o 

6(
3+

3)
 

6(
3+

3)
 

pT
2b

 
ba

ix
o 

- 
+

 
- 

s.
i. 

64
 

1 

20
7 

4,
55

 
56

 
8,

50
 

0,
20

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
2c

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

- 
10

 
12

 
1 

44
T

 
4,

63
 

66
 

11
,7

0 
0,

00
 

ba
ix

o 
5(

3+
2)

 
5(

3+
2)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

- 
78

 
78

 
1 

47
T

 
4,

71
 

57
 

8,
20

 
0,

50
 

ba
ix

o 
5(

2+
3)

 
5(

2+
3)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

+
 

- 
19

 
87

 
2 

12
T

 
4,

81
 

60
 

4,
22

 
0,

05
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

+
 

19
 

19
 

2 

36
T

 
4,

84
 

68
 

6,
21

 
0,

02
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

- 
- 

21
 

21
 

0 

18
9 

4,
91

 
70

 
6,

87
 

0,
00

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
+

 
19

 
19

 
2 

N
ív

el
 2

 (
T

O
P

2A
 Q

R
�5

<1
0 

) 

18
8 

5,
21

 
65

 
7,

22
 

0,
83

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
2c

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

+
 

1 
16

 
2 

37
T

 
5,

43
 

60
 

10
,0

0 
0,

03
 

ba
ix

o 
6(

3+
3)

 
6(

3+
3)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

+
 

- 
93

 
93

 
1 

21
T

 
5,

46
 

62
 

20
,2

8 
0,

32
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

+
 

32
 

32
 

3 

1T
 

6,
04

 
65

 
13

,9
4 

0,
23

 
al

to
 

7(
4+

3)
 

7(
4+

3)
 

pT
2b

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

- 
23

 
78

 
2 

21
3 

6,
17

 
65

 
7,

00
 

0,
00

 
ba

ix
o 

6(
3+

3)
+

 
ar

ea
s 

5 
8(

3+
5)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

- 
4 

4 
1 

32
T

 
6,

19
 

63
 

3,
93

 
0,

01
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

+
 

+
 

34
 

34
 

2 

30
T

 
6,

34
 

70
 

10
,3

0 
0,

01
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

- 
18

 
18

 
1 

29
T

 
6,

36
 

65
 

16
,5

0 
0,

05
 

al
to

 
7(

4+
3)

 
7(

4+
3)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

- 
44

 
44

 
2 



  

140 33
T

 
6,

41
 

67
 

23
,3

0 
0,

42
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3b
 

al
to

 
+

 
+

 
+

 
9 

31
 

4 

4T
 

6,
45

 
72

 
7,

32
 

0,
00

 
al

to
 

7(
4+

3)
 

7(
4+

3)
 

pT
3a

 
al

to
 

+
 

+
 

- 
31

 
31

 
3 

16
2 

6,
45

 
58

 
>

4,
0 

0,
06

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
- 

34
 

34
 

1 

20
3 

6,
73

 
69

 
>

4,
0 

0,
00

 
al

to
 

8(
3+

5)
 

8(
3+

5)
 

pT
3a

 
al

to
 

+
 

+
 

- 
4 

4 
3 

43
T

 
7,

11
 

59
 

3,
40

 
0,

22
 

ba
ix

o 
6(

3+
3)

 
6(

3+
3)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

- 
- 

73
 

76
 

1 

21
8 

7,
24

 
74

 
4,

84
 

s.
i. 

ba
ix

o 
6(

3+
3)

 
7(

3+
4)

 
pT

2c
 

m
od

er
ad

o 
- 

- 
+

 
s.

i. 
s.

i. 
1 

49
T

 
7,

7 
67

 
14

,8
0 

0,
01

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
+

 
84

 
84

 
2 

31
T

 
7,

73
 

61
 

5,
70

 
0,

05
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pt

2a
 

ba
ix

o 
- 

- 
- 

30
 

30
 

0 

18
T

 
8,

17
 

72
 

6,
80

 
0,

05
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
+

 
+

 
+

 
42

 
42

 
3 

11
T

 
8,

2 
54

 
7,

30
 

0,
05

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
2a

 
ba

ix
o 

- 
- 

- 
8 

8 
0 

17
T

 
8,

31
 

55
 

22
,1

0 
0,

00
 

al
to

 
7(

4+
3)

 
7(

4+
3)

 
pT

3a
 

al
to

 
+

 
+

 
- 

29
 

29
 

3 

19
9 

8,
4 

65
 

7,
30

 
0,

00
 

ba
ix

o 
6(

3+
3)

 
6(

3+
3)

 
pT

2c
 

m
od

er
ad

o 
- 

- 
- 

10
 

10
 

0 

19
8 

8,
57

 
49

 
4,

10
 

0,
00

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
2c

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

- 
11

 
11

 
0 

88
 

9 
65

 
5,

82
 

0,
37

 
al

to
 

7(
4+

3)
 

7(
4+

3)
 

pT
3a

 
al

to
 

+
 

+
 

- 
3 

46
 

3 

20
0 

9,
55

 
60

 
11

,6
7 

0,
30

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
+

 
4 

4 
2 

14
T

 
9,

82
 

71
 

7,
10

 
0,

20
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

+
 

45
 

45
 

2 

N
ív

el
 3

 (
T

O
P

2A
 Q

R
�1

0<
20

 )
 

19
5 

10
,2

7 
59

 
21

,4
0 

0,
04

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
2c

 
al

to
 

- 
- 

+
 

20
 

20
 

1 

8T
 

10
,5

2 
48

 
7,

60
 

0,
05

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
2b

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

- 
55

 
55

 
0 

20
2 

10
,6

7 
71

 
13

,7
5 

0,
00

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
2c

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

+
 

7 
7 

1 



  

141 50
T

 
12

,1
7 

62
 

s.
i. 

0,
75

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
4b

 
al

to
 

s.
i. 

s.
i. 

s.
i. 

72
 

83
 

1 

28
T

 
12

,2
1 

62
 

5,
74

 
0,

05
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

+
 

+
 

49
 

49
 

2 

18
4 

12
,2

5 
64

 
7,

39
 

0,
30

 
al

to
 

8(
5+

3)
 

8(
5+

3)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
+

 
4 

22
 

4 

19
T

 
12

,8
2 

60
 

5,
20

 
0,

05
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

- 
39

 
39

 
1 

45
T

 
12

,9
5 

67
 

8,
70

 
0,

02
 

ba
ix

o 
5(

3+
2)

 
5(

3+
2)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

+
 

- 
59

 
59

 
1 

3T
 

13
,0

9 
64

 
9,

20
 

0,
03

 
al

to
 

7(
4+

3)
 

7(
4+

3)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
+

 
29

 
29

 
3 

22
T

 
13

,2
2 

73
 

21
,8

7 
0,

12
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3b
 

al
to

 
- 

+
 

+
 

36
 

36
 

2 

10
T

 
13

,4
1 

61
 

17
,8

0 
0,

94
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

+
 

+
 

3 
53

 
3 

41
T

 
13

,5
 

61
 

6,
23

 
0,

02
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

+
 

71
 

71
 

2 

20
T

 
13

,9
3 

79
 

8,
63

 
s.

i. 
al

to
 

7(
4+

3)
 

7(
4+

3)
 

pT
2b

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

- 
22

 
22

 
1 

25
T

 
14

,0
3 

57
 

4,
60

 
0,

03
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2a
 

ba
ix

o 
- 

- 
- 

48
 

48
 

0 

42
T

 
14

,8
3 

61
 

6,
23

 
0,

02
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

+
 

71
 

71
 

2 

17
6 

16
,5

6 
62

 
37

,2
1 

0,
20

 
al

to
 

7(
4+

3)
 

7(
4+

3)
 

pT
3a

 
al

to
 

+
 

+
 

+
 

15
 

18
 

5 

19
0 

18
,2

5 
71

 
3,

10
 

0,
00

 
ba

ix
o 

6(
3+

3)
 

6(
3+

3)
 

pT
2c

 
m

od
er

ad
o 

+
 

- 
- 

20
 

20
 

1 

16
T

 
19

,0
3 

66
 

33
,6

1 
0,

30
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

- 
- 

4 
29

 
1 

N
ív

el
 4

 (
T

O
P

2A
 Q

R
�2

0<
40

 )
 

27
T

 
20

,0
4 

69
 

20
,0

0,
3 

0,
00

 
ba

ix
o 

7(
3+

4)
 

7(
3+

4)
 

pT
4a

 
al

to
 

- 
- 

- 
35

 
35

 
0 

15
T

 
20

,2
5 

56
 

9,
60

 
0,

05
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

4a
 

al
to

 
- 

+
 

+
 

43
 

43
 

2 

35
T

 
22

,2
4 

60
 

32
,0

5 
0,

31
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
+

 
+

 
+

 
5 

5 
4 

7T
 

24
,2

5 
55

 
14

,0
0 

0,
92

 
al

to
 

7(
4+

3)
 

7(
4+

3)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
+

 
57

 
57

 
4 



  

142 13
T

 
26

,0
8 

64
 

7,
50

 
0,

05
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

- 
43

 
43

 
1 

23
T

 
27

,6
7 

63
 

7,
60

 
0,

20
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

3a
 

al
to

 
- 

+
 

- 
4 

30
 

2 

24
T

 
28

,0
5 

50
 

18
,1

6 
1,

06
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
- 

+
 

- 
6 

25
 

2 

26
T

 
28

,1
5 

58
 

2,
40

 
0,

00
 

ba
ix

o 
7(

3+
4)

 
7(

3+
4)

 
pT

2b
 

m
od

er
ad

o 
+

 
- 

- 
65

 
65

 
1 

N
ív

el
 5

 (
T

O
P

2A
 Q

R
�4

0 
   

) 

18
6 

48
,1

7 
53

 
11

,3
6 

0,
00

 
al

to
 

8(
3+

5)
 

8(
3+

5)
 

pT
3a

 
al

to
 

- 
+

 
+

 
18

 
18

 
3 

38
T

 
49

,0
1 

43
 

9,
90

 
0,

70
 

al
to

 
9(

5+
4)

 
9(

5+
4)

 
pT

X
N

1M
1c

 
al

to
 

- 
- 

- 
2 

23
 -

 

ób
ito

 p
el

a 
do

en
ça

 
2 

20
1 

58
,4

9 
64

 
37

,9
5 

0,
70

 
al

to
 

8(
4+

4)
 

7(
4+

3)
 

pT
3b

 
al

to
 

+
 

+
 

+
 

3 
10

 
5 

18
2 

70
,5

2 
65

 
5,

38
 

0,
00

 
al

to
 

8(
3+

5)
 

6(
3+

3)
 

pT
2c

 
m

od
er

ad
o 

- 
- 

- 
19

 
19

 
0 

 T
od

os
 o

s 
pa

ci
en

te
s 

de
ss

e 
es

tu
do

 a
pr

es
en

ta
ra

m
 N

0 
e 

M
0 

ao
 d

ia
gn

ós
tic

o;
 a

pe
na

s 
o 

ca
so

 3
8T

 t
ev

e 
m

et
ás

ta
se

 c
lin

ic
am

en
te

 c
om

pr
ov

ad
a.

 Q
R

: 
qu

an
tif

ic
aç

ão
 

re
la

tiv
a 

do
 g

en
e 

al
vo

 n
as

 a
m

os
tr

as
 d

e 
ca

rc
in

om
a 

de
 p

ró
st

at
a 

(C
aP

) 
em

 r
el

aç
ão

 à
s 

am
os

tr
as

 d
e 

pr
ós

ta
ta

 n
or

m
ai

s;
 (

+
) 

pr
es

en
ça

; 
(-

) 
au

sê
nc

ia
; 

 (
s.

i.)
 s

em
 

in
fo

rm
aç

ão
. E

sc
or

e 
=

 e
sc

or
e 

pr
og

nó
st

ic
o 

ba
se

ad
o 

no
s 

da
do

s 
cl

ín
ic

o-
hi

st
op

at
ol

óg
ic

os
. 

 



���������	
�����������!��������!��������!��������!�����

142 
 
 

DISCUSSÃO 

 

HR-CGH 

No presente estudo foram observadas perdas e ganhos em todas as 22 

amostras de CaP estudadas, sendo observado um maior número de alterações 

envolvidas em perdas do que em ganhos genômicos. Estes achados são 

concordantes com os descritos por Ribeiro et al. (2006). Os autores avaliaram 

51 amostras de CaP primários por HR-CGH e utilizaram como referência uma 

biblioteca de 10 casos normais (110 metáfases) para delimitar o intervalo de 

confiança. Foram observadas perdas em 43% dos casos (22/51) e ganhos em 

apenas 10% (5/51) dos casos.  

Resultados utilizando CGH cromossômico em carcinomas de próstata 

revelam perdas genômicas freqüentes em 8p, 13q, 16 e 18q (Cher et al., 1994, 

1996; Joos et al., 1995; Visakorpi et al., 1995; Nupponen et al., 1998a; 1998b; 

Virgin et al., 1999; Fu et al., 2000; Alers et al., 2001; Chu et al., 2001; Pan et 

al., 2001; Rökman et al., 2001; Zitzelsberger et al., 2001; Beheshti et al., 2002; 

Kasahara et al., 2002; Steiner et al., 2002; Wolter et al., 2002a; 2002b; Chu et 

al., 2003; Kraus et al., 2003; Wolf et al., 2004; Yano et al., 2004; Kasahara et 

al., 2005). Perdas nos cromossomos 19, 20, 21q e 22q também são relatadas, 

mas em menor freqüência (Cher et al., 1994, Visakorpi et al., 1995; Joos et al., 

1995; Nupponen et al., 1998a; 1998b; Alers et al., 2001; Chu et al., 2001; 

Wolter et al., 2002a; Kraus et al., 2003). 

Os resultados obtidos na presente investigação revelaram perdas 

freqüentes dos cromossomos 1p, 2, 3q, 4p, 5q, 7, 8, 9q, 10q, 11q, 12q, 14q, 

15q, 16q, 17q, 18q, 19, 20q e 22q em 18 dos 22 casos avaliados (80%). 

Visakorpi et al (1995) relataram uma freqüência de perda cinco vezes mais 

freqüente do que os ganhos. As alterações descritas pelos autores (8p, 13q, 

6q, 18q, e 9p em freqüências variáveis de 16 a 32%) também foram 

observadas no presente estudo, porém em freqüências aproximadas a 50% 

dos casos. A diferença entre as duas análises é que o presente estudo usou 

HR-CGH que apresenta uma resolução muito maior na detecção de perdas e 

ganhos genômicos. Shoumans et al. (2004) demonstraram que a HR-CGH 

pode ser usada para detectar deleções inferiores a 1,8Mb, entretanto, em 
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alguns casos rearranjos >5Mb não são detectados. Duplicações heterozigotas 

são mais difíceis de serem detectadas do que deleções, pelo fato da razão 

verde:vermelho para as duplicações ser de 3:2 enquanto que para deleções ser 

de 1:2. A resolução da HR-CGH é variável e pode depender da região 

cromossômica envolvida. Variações nas condições da hibridação, bem como a 

condensação cromossômica e a presença de seqüências repetitivas, podem 

interferir na qualidade da CGH, não permitindo a detecção de determinadas 

alterações genômicas.   

A deleção em 8p é a alteração genética mais comumente relatada no 

câncer de próstata e tem sido descrita como uma alteração inicial da 

tumorigênese prostática, por ser um achado freqüente em PIN (Emmert-Buck 

et al., 1995, Huang et al., 1996; Hughes et al., 2006). Em nosso estudo, foi 

detectada perda da região mínima 8p12 em 70% dos CaP do grupo II e 

8p11.2-23 em 70% dos CaP do grupo III. A análise de CGH-array confirmou a 

perda de 8p12 como sendo uma alteração presente nos CaP do grupo II e 

ausente nos CaP do grupo I. He et al. (1997) mapearam em 8p21 o gene 

NKX3.1, o qual apresenta uma ação específica na próstata em humanos, é 

regulado por andrógenos e  essencial para o desenvolvimento normal da 

próstata. A NKX3.1 é uma proteína de ligação ao DNA, cuja função é reprimir a 

expressão do gene PSA (Chen et al. 2002). Bowen et al. (2000), analisaram a 

expressão dessa proteína por imunohistoquímica em tissue microarrays e 

relataram a sua ausência completa em 5% das hiperplasias prostáticas 

benignas, 20% das lesões intra epiteliais prostáticas, em 6% dos CaP de baixo 

grau, em 34% dos CaP independentes de andrógenos e em 78% das 

metástases de CaP. Os autores concluíram que a ausência de expressão da 

NKX3.1 está fortemente associada com doença refratária a hormônios e 

estágios avançados do CaP. Revisando esses achados, Hughes et al. (2006) 

concluíram que a ausência da proteína NKX3.1 pode estar associada com o 

aumento das concentrações de PSA durante a progressão do CaP. A 

plataforma de CGH-arrays usada em um estudo prévio do nosso grupo não 

continha o gene NKX3.1, e portanto, não foi possível a comparação entre os 

dois estudos. 
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A região 8p22 contém genes supressores tumorais (GSTs) conhecidos, 

como MSR1 e N33. O gene MSR1 codifica a proteína macrophage scavenger 

receptor, responsável pela captura celular de macromoléculas, incluindo 

parede celular bacteriana e, portanto, está relacionado com resposta celular a 

processos inflamatórios. Em um estudo, Bova et al. (1993) relataram a perda 

de um dos alelos desse gene em 20 de 29 tumores de próstata e uma amostra 

de metástase de CaP apresentou deleção homozigota deste gene. 

A segunda perda mais freqüentemente relatada no câncer de próstata 

envolve 13q. Zitzelsbeger et al. (2001) relatam a maior freqüência de perda em 

13q22 em 21 tumores primários analisados. Esse achado também foi descrito 

por Kasahara et al. (2005) ao analisarem 20 tumores de próstata em estádio 

pT2N0. Em nosso estudo foi detectada perda da região mínima 13q14-21 em 

mais de 50% das amostras do grupo I (5/8 CaP e 4/11 metástases), em mais 

de 70% das amostras do grupo III (6/8 CaP) e em uma única amostra do grupo 

II (P32). A perda de 13q12-13 foi detectada nos CaP dos pacientes que 

evoluíram para metástases em testículo e considerada como uma das 

alterações presentes em mais de 70% das amostras do grupo I e ausentes nas 

amostras do grupo II. Perda de 13q33-34 foi detectada nas metástases ósseas. 

A região 13q21 estava envolvida em perda nos tumores primários do pacientes 

que tiveram metástases em linfonodos e estava envolvida em ganho nas 

amostras do grupo II e nas amostras de PIN (166F1 e F2). A perda de 13q14 

foi também descrita por Wolter et al. (2002a) em 48 tumores de próstata 

analisados. Nessa região cromossômica está mapeado o gene RB1, um gene 

supressor tumoral candidato para o desenvolvimento do câncer de próstata, 

como relatado por Yin et al. (1999) e Afonso et al. (1999). Ribeiro et al. (2006) 

relataram a perda de 13q como o evento inicial da tumorigênese prostática ao 

invés de perda de 8p, e propuseram em seu modelo de progressão que a 

deleção em 13q é preferencialmente seguida por perdas de 6q e 18q. A 

comparação com os dados de CGH-array revelou perdas significativas do gene 

RB1 no grupo IM, especificamente nas metástases em testículo e em 

linfonodos. Nos grupos IP e II esta alteração não foi detectada. Na análise de 

HR-CGH, estes dados foram parcialmente concordantes aos de CGH-array: 

deleção em 13q14 foi detectada no grupo IM e em alguns casos dos tumores 
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do grupo IP; >70% das amostras do grupo III mostraram perdas nessa região. 

A investigação do gene RB1 seria extremamente interessante para avaliar seu 

papel em carcinomas de próstata. 

Nesse estudo foi observada a perda do braço longo do cromossomo 8, 

sendo a região mínima de sobreposição em 8q24.1-24.3 presente em mais de 

70% de todos os CaP (grupos I, II e III) e 8q24.2 em pelo menos 70% das 

amostras de metástases. A perda de 8q22.3 foi uma das alterações presentes 

nos CaP do grupo I e ausentes nos CaP do grupo II, confirmada pela CGH-

array, a qual também confirmou a perda de 8q24.1-24.2 (BAC RP11-79E8) nas 

amostras de CaP e metástases do grupo I. Neste BAC estão mapeados os 

genes MLZE (Melanoma-derived leucine zipper, extra-nuclear factor) e 

FAM49B (Family with sequence similarity 49, member B) cujas funções ainda 

não estão bem estabelecidas. Não temos conhecimento de relatos referindo a 

perda do braço longo desse cromossomo no câncer de próstata nos estudos de 

CGH cromossômico. Entretanto, na região 8q24.1 está mapeado o gene MIM 

(Supressor de Metástases 1), também conhecido como MTSS1 (KIAA0429) 

cuja função parece estar relacionada com a regulação do mecanismo de 

formação dos filamentos de actina a partir de seus monômeros (Mattila et al., 

2003). Lee et al. (2002) estudando linhagens de células humanas de câncer de 

bexiga identificaram o gene MTSS1, o qual não era expresso em células 

metastáticas, mas era transcrito no baço, próstata, testículo, útero, cólon, e 

sangue periférico. Loberg et al. (2005) analisaram a expressão diferencial de 

variantes de splicing do gene MIM (MIM-P, MIM(12del) e MIM-B) em três 

linhagens celulares de câncer de próstata (PC-3, Du145 e LNCaP) e em 

tecidos de próstata normal (n=3), de HNP (n=6), de CaP localizado (n=6) e de 

metástases de CaP (n=7). Os autores encontraram expressão reduzida de 

todas as variantes de splicing do gene MIM (p>0,05) nas três linhagens 

celulares quando comparadas à próstata normal (próstata normal > PC-3 > 

Du145 >  LNCaP) e também nas amostras de HNP, CaP e metástases ao 

serem comparadas com o tecido prostático normal. Esses resultados 

evidenciam que esse gene pode contribuir para o crescimento, 

desenvolvimento e processo metastático do câncer de próstata. Considerando 

os resultados de perdas em 8q24.1 como resultado inédito de nossa pesquisa, 
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o gene MIM/MTSS1 foi selecionado para validação por qRT-PCR. Analisou-se 

a relação entre os níveis de expressão gênica do MTSS1 e os dados clínico-

histopatológicos e os resultados mostraram uma associação estatisticamente 

significativa entre os níveis mais baixos de MTSS1 e PSA pós-cirúrgico elevado 

(�0,2 ng/mL) nos casos com seguimento clínico superior a 24 meses 

(P=0,0376). Os resultados deste estudo indicaram que perda do gene 

MIM/MTSS1 e subseqüente perda do seu nível de expressão está relacionada 

com características prognósticas desfavoráveis em pacientes com carcinoma 

de próstata sugerindo que esse gene é um potencial marcardor prognóstico na 

doença.  

Ganhos em 8q se deram nas regiões mínimas: 8q12-13 e 8q21 nas 

amostras de metástases ósseas, sendo 8q13 uma das alterações exclusivas 

desse grupo de metástases. Ganho de 8q13-q21.1 foi ainda detectado nas 

amostras de PIN (166F1 e 166F2) e de 8q22, detectado na amostra P32 (CaP 

do grupo II), em 1/8 CaP do grupo IP e 3/11 metástases (grupo IM). Ganhos 

em 8q são freqüentemente relatados em literatura e associados a estadios 

avançados e um prognóstico desfavoravel em CaP (Cher et al., 1996; 

Nupponen et al., 1998a; Virgin et al., 1999; Fu et al., 2000; Hukku et al., 2000; 

Alers et al., 2001; Chu et al., 2001; Pan et al., 2001; Zitzelsberger et al., 2001; 

Beheshti et al., 2002; Kasahara et al., 2002; Steiner et al., 2002; Wolter et al., 

2002a; 2002b; Kraus et al., 2003; Wolf et al., 2004; Yano et al., 2004; Kasahara 

et al., 2005). . 

Nupponen et al. (1998a) relataram deleções em 16q em 

aproximadamente 50% dos 37 carcinomas recorrentes de próstata estudados. 

Em 16q22.1 está  mapeado o gene CDH1, um supressor tumoral que codifica a 

E-caderina e cuja diminuição de expressão tem sido encontrada em 

carcinomas de próstata pobremente diferenciados e clinicamente agressivos 

(Umbas et al., 1992; 1994; Richmond et al., 1997). Outro gene candidato 

mapeado em 16q22 é o gene ATB1. Sun et al. (2005) detectaram deleções de 

21 a 24 nucleotídeos na região codificadora do gene ATB1 (éxon 10) em 9 

(14%) de 66 amostras. A deleção era somática em alguns casos, mas também 

foi observada na linhagem germinativa de pacientes com CaP. A expressão do 
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gene ATB1 está associada com a redução da proliferação celular, regulação 

positiva do supressor tumoral CDKN1A (p21) e regulação negativa da 

oncoproteína AFP.  

Em vários estudos, tem sido descrita perda em 16q24, sugerindo que 

pode haver outros genes supressores tumorais mapeados em 16q e envolvidos 

com o desenvolvimento tumoral. Em nossa casuística foi detectada a perda de 

regiões mínimas comuns em 16p12-13.2 e 16q22-24 em mais de 70% dos CaP 

e das metástases analisadas. A metodologia de CGH-array confirmou a perda 

de 16q23.3-24.3 (BAC RP11-280N16, gene CDH13) nas metástases; 16p11.2 

(BAC RP11-89O24, gene XPO6), 16p12.3 e 16p13.2 nas metástases em 

testículo e em seus tumores primários; e a perda de 16p13.3 como sendo 

alteração presente nos CaP do grupo II e ausentes nos CaP do grupo I. O gene 

CDH13 (Cadherin 13, H-cadherin) é um supressor tumoral, membro da 

superfamília Caderina, cuja função está relacionada a adesão celular. A 

hipermetilação ou deleção deste gene foi detectada em diversos tipos de 

cânceres como mama, ovário, pulmão e próstata (Riener et al., 2008; Feng et 

al., 2008; Tsou et al., 2007; Wang et al., 2007). O gene XPO6 (RAN binding 

protein 20) apresenta função relacionada a transporte celular. Para o nosso 

conhecimento não há dados publicados em câncer de próstata relatando o 

envolvimento deste gene.  Embora a perda do braço curto do cromossomo 16 

não seja tão freqüente quanto à do braço longo, a deleção de 16p foi relatada 

por Nupponen et al. (1998b) em duas das quatro linhagens celulares de câncer 

de próstata estudadas. Alers et al. (2001) relataram a perda de 16p12-p13.1 

em 1 de 52 carcinomas de próstata.   

Em outra análise realizada em nosso laboratório, foi avaliado o padrão 

de metilação da região promotora do gene CDH1, com iniciadores específicos 

para a condição metilada e não-metilada, após a modificação do DNA com 

bissulfito de sódio, para as amostras 48F2 e 70F2. Após vários ensaios, não foi 

detectada a amplificação da região para a amostra 70F2 tanto para a condição 

metilada como para a condição não-metilada, o que sugere deleção desse 

gene, concordando com os resultados de HR-CGH. Para a amostra 48F2 foi 

detectada a presença de hipermetilação do gene CDH1 e por HR-CGH foi 

evidenciada a perda de 16q22. Considerando que essas amostras não foram 
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microdissecadas a laser para o experimento de avaliação do padrão de 

metilação, é possível haver contaminação por DNA de células normais 

adjacentes ao tumor na amostra 48F2, o que explicaria o resultado de 

hipermetilação. 

Quanto à perda de 18q, Kasahara et al. (2005) descreveram essa 

alteração como sendo a mais freqüentemente detectada em 20 tumores de 

próstata pT2N0 e 10 pT3N0. Estudos prévios mostraram uma alta prevalência 

de perdas de 18q em metástases e uma associação significante entre perdas 

alélicas em 18q e estadio clínico (Visakorpi et al., 1995). Em nosso estudo foi 

detectada perda em 18q22 em mais de 70% dos 22 CaP e das 11 metástases. 

A metodologia de CGH-array confirmou a perda de 18q12-21 nas metástases 

em testículo e de 18q21.31 como uma das alterações presentes nos CaP do 

grupo II e ausentes nos do grupo I. 

Perdas do cromossomo 19 foram detectadas em 19p13.3 e 19q13.3 em 

mais de 70% dos CaP dos grupos I (P e M), II e III. Os dados de CGH-array 

confirmaram a perda de 19q13.1 nos CaP e metástases do grupo I  e de 

19q13.2-13.31 nas metástases em testículo. BAC RP11-91H20 (contendo 

seqüências genômicas mapeadas em 19q13.1) inclui o gene SIPA1L3 (Signal-

induced proliferation-associated 1 like 3), cuja função é de regulação da 

transdução de sinal. Nupponen et al. (1998a) relataram a perda do 

cromossomo 19 em 45% de 37 tumores recorrentes hormônio-refratários. Em 

outro relato desse mesmo grupo (Nupponen et al., 1998b) também foi 

detectada a perda de 19cen-q13 em uma das quatro linhagens celulares 

estabelecidas a partir de metástases de adenocarcinomas prostáticos. O 

cromossomo 19 apresenta alguns genes supressores tumorais, como LKB1 e 

BAX (19q13.3-q13.4). O gene BAX codifica uma proteína pró-apoptótica, cuja 

função está relacionada à regulação da ativação da mitocôndria para a 

apoptose em uma via celular que envolve BCL2 e TP53  

Alterações de perdas nos cromossomos 20, 21 e 22 têm sido 

encontradas em estudos de CGH a partir de linhagens celulares estabelecidas 

de metástases de carcinoma prostático (Nupponen et al., 1998b; Chu et al., 

2001; Kraus et al., 2003). Entretanto, apenas a perda de 21q tem sido 

relacionada à progressão tumoral. Chu et al. (2001) em uma das três linhagens 
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celulares estudadas por CGH, relataram que a perda de 21q, juntamente com a 

de 16q23-qter, podem ser responsáveis pelo aumento da capacidade 

metastática. Além disso, a perda de heterozigose do locus 21q22 foi relatada 

num estudo por ser importante na progressão de tumores primários para 

metastáticos (Saric et al., 1999). Hyyntinen et al. (1997) também relataram esta 

anormalidade num modelo in vivo de progressão de câncer de próstata usando 

linhagens celulares. No presente estudo, perdas concomitantes dos 

cromossomos 16q e 21q foram encontradas na maioria dos CaP do grupo I 

(5/8: P1, P3, P7, P11 e P13) e essas alterações se mantiveram nas metástases 

P1M (óssea), P11M (linfonodo) e P13M (testículo). Entretanto, a maioria dos 

CaP dos grupos II e III também apresentava essas duas alterações. A 

presença simultânea destas alterações nas amostras do grupo II sugere que 

essas anormalidades não são relevantes para a progressão tumoral, 

A perda de 20q13.1 e 20q13.3 foi observada em mais de 70% das 

amostras de CaP. A perda de 20q também foi relatada também por Cher et al. 

(1994) e Wolter et al. (2002b) em tumores primários de próstata.  

A perda de 20p12.3 foi confirmada pela CGH-array como uma das 

alterações exclusivas dos CaP do grupo II em relação aos CaP do grupo I. 

Nessa região cromossômica estão mapeados genes como TARDBPL/TDP-43 

(TAR DNA binding protein-like), cuja função está possivelmente associada a 

regulação de splicing (Buratti et al., 2005); TRMT6 (tRNA methyltransferase 6 

homolog – proteína de ligação com atividade de fator de iniciação da tradução) 

e PROKR2 (prokineticin receptor 2). Pasquali et al. (2006) demonstraram que a 

procineticina 1 e 2 e seus receptores expressam-se na próstata humana e que 

seus níveis aumentam com o processo tumoral.� 

A deleção do cromossomo 22 foi relatada previamente em 1/52 tumores 

primários (Alers et al., 2001), em 4/9 amostras de CaP avançados (Kasahara et 

al., 2002) e em 17/37 carcinomas de próstata recorrentes (Nupponen et al., 

1998a). No presente estudo foi detectada a perda de 22q13 em mais de 70% 

das amostras estudadas. Em 22q está mapeado o gene CHEK2 que é um 

regulador do TP53; esta proteína participa da via de sinalização relacionada a 

danos no DNA Mutações nesse gene foram identificadas em casos 
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esporádicos e familiais de CaP e estão associadas com o aumento de risco ao 

desenvolvimento da doença (Dong et al., 2003; Cybulski et al., 2004). 

Deleções no cromossomo 10 foram encontradas em 10p15 em 18% dos 

casos; 10q22 e 10q25-26 em mais de 70% dos 22 CaP; 10q24 e 10q26  em 

mais de 70% das 11 metástases. Os resultados obtidos da análise de CGH-

array confirmaram as perdas de 10q23-25 (BAC RP11-165P9, gene SORCS3 - 

Sortilin-related VPS10 domain containing receptor 3) e 10q26 (BAC RP11-

262E19, genes TACC2 - Transforming, acidic coiled-coil containing protein 2 - 

e, C10orf87) nas metástases em testículo e em seus tumores primários. 

Hermans et al. (2004), avaliando alterações no cromossomo 10 em 11 

amostras de xenoenxertos de CaP e 4 linhagens celulares de CaP encontraram 

um padrão característico de alterações que incluiu a perda distal de 10p e de 

10q. Estudos prévios de CGH convencional em CaP mostraram perdas nestas 

regiões no cromossomo 10 (Cher et al., 1996; Nupponen et al., 1998a; Alers et 

al., 2000). Hughes et al., (2006) relataram a perda de 10q, como a segunda 

perda mais freqüente em seis de oito casos de CaP, detectada por CGH 

cromossômico. Em 10p15 está mapeado o gene KLF6 (Kruppel-like factor 6), 

que codifica um fator de transcrição zinc finger, com função relacionada a 

proliferação celular e diferenciação. Esse gene foi relatado como um supressor 

tumoral envolvido em CaP (Narla et al., 2001). A análise de CGH-array 

confirmou a perda de 10p15 (BAC RP11-23O12, gene KLF6) nas metástases 

em testículo e seus tumores primários. O cromossomo 10q contém genes 

supressores tumorais que podem ser possíveis candidatos envolvidos na 

tumorigênese prostática. A inativação do gene PTEN (Phosphatase and tensin 

homolog, mapeado em 10q23) é a alteração genética mais freqüente em CaP. 

Vlietstra et al. (1998) relataram a deleção bialélica desse gene ou mutação em 

60% de xenoenxertos de CaP e linhagens celulares. Verhagen et al. (2006) 

utilizando diferentes metodologias (dentre elas CGH-array e FISH) para avaliar 

40 amostras de tumores primários de próstata, encontraram deleções 

homozigotas do PTEN em 25% dos casos. Os autores discutem que a alta 

freqüência de perda de 10q23 quando comparada à inativação completa do 

PTEN leva a especulação de que possa haver um segundo gene supressor 

tumoral mapeado em 10q23 ou que a condição monoalélica do gene contribui 
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para a tumorigênese. A plataforma utilizada para CGH-array em nosso estudo 

não possui BACs contendo o gene PTEN. Os genes SORCS3, TACC2 e 

C10orf87 localizados nos BACs envolvidos em perda em 10q não têm função 

muito bem estabelecida e até o momento não há relatos que relacionem a 

perda desses genes com o câncer de próstata. Outros genes candidatos 

mapeados em 10q24-25 são o PDCD4 e MXI1, já relatados em CaP. O gene 

PDCD4 (regulador da morte celular programada 4 ou inibidor da transformação 

neoplásica), mapeado em 10q24, foi relacionado ao desenvolvimento e 

progressão do CaP (Soejima et al., 1999; Pang et al., 2006). Alterações no 

gene MXI1 (10q25) foram relatadas em CaP, embora em baixa freqüência 

(Eagle et al., 1995). Esses dois genes não estavam presentes  na plataforma 

de CGH-array usada no estudo prévio de nossa equipe.  

Deleções no cromossomo 17 foram detectadas em mais de 70% das 

amostras dos grupos I e III nas seguintes regiões mínimas: 17p12-13 (CaP 

grupo III); 17q11.2-25 (CaP grupos I), 17q12-22 (CaP grupo III e metástases); 

17q24 (metástases) e 17q25 (CaP grupo III). As amostras do grupo II não 

apresentaram perdas comuns para o cromossomo 17, a CGH-array confirmou 

esses resultados: perda de 17q11.1-11.2 e 17q25 foram detectadas como 

alterações exclusivas do grupo I quando comparadas com o grupo II. Além 

disso, essa metodologia confirmou a perda de 17q21.2 nas amostras de 

metástases, de 17q21.1-q21.31 nas amostras de metástases em linfonodo e de  

17q24-25 nas amostras de metástases em testículo e seus tumores primários. 

No cromossomo 17 estão descritos vários genes com papel celular crítico em 

uma variedade de tumores. A perda do cromossomo 17 tem sido relatada por 

vários autores, tanto por análise cromossômica por bandamento G como por 

CGH. A deleção de 17p foi também detectada por Cher et al. (1996) em 50% 

de 20 amostras de metástases prostáticas (18 linfáticas pélvicas e duas 

ósseas) de pacientes que não receberam nenhum tratamento para o CaP e em 

65% de 11 amostras (quatro de tumores primários, 6 de tumores pélvicos 

recorrentes e uma de metástase do epitélio escrotal) de pacientes que 

receberam terapia de privação de andrógenos por um longo período. Os 

autores sugerem que a perda da função do gene supressor tumoral TP53 

(17p13), mutado em 20 a 25% dos CaP metastáticos, esteja associada com a 
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progressão da doença e esta parece ser uma alteração comum a estágios 

tardios do CaP. Um outro gene mapeado no cromossomo 17p, considerado o 

primeiro gene identificado como possível candidato ao CaP hereditário, é o 

ELAC2/HPC (17p11) (Tavtigian et al., 2001). Entretanto, nas amostras 

estudadas com alteração em 17p não há história de CaP na família. Esse gene 

codifica uma endoribonuclease que processa tRNA3’. Tem sido estimado que 

os genótipos de risco para esse gene podem causar 2% do CaPs na população 

em geral (Camp e Tavtigian et al., 2002). Em 17q21.3-q22 estão mapeados 

NM23-H1 (NME1) e H2 , genes cuja diminuição da expressão tem sido 

associada a um potencial metastático aumentado. Konish et al., (1993) 

demonstraram que a expressão reduzida de NM23-H1, mas não NM23-H2, 

pode estar associada com risco aumentado de metástase.  Baseado nos 

resultados da presente investigação foi utilizada análise expressão quantitativa 

em tempo real para o gene NME1. A análise de associação entre os níveis do 

transcrito do NME1 e os parâmetros clínico-histopatológicos isolados ou 

agrupados em escores não revelou nenhum resultado significativo. Além disso, 

não foram observadas diferenças estatísticas entre os níveis normais e 

diminuídos de expressão gênica e recidiva bioquímica, tampouco com o tempo 

de sobrevida livre de doença. Desta forma, os resultados de expressão do 

gene NME1 por qRT-PCR não validaram os achados de HR-CGH. No entanto, 

este resultado não descarta o envolvimento da região 17q21.3 como importante 

na carcinogênese da próstata, outros genes mapeados nesta região podem 

estar envolvidos e poderiam ser investigados como potenciais genes 

candidatos no CaP.  

Para o cromossomo 2 foram encontradas perdas de várias regiões 

mínimas. É interessante ressaltar a perda da região mínima 2q14.1-14.2 

detectada  como uma das alterações exclusivas das metástases em testículo. 

Strohmeyer et al. (2004) relataram a perda do cromossomo 2 em 10/57 

tumores primários de próstata de arquivo (fixados e em blocos de parafina) 

previamente microdissecados e analisados pela CGH. van Dekken et al. (2004) 

relataram perda de 2q em 20% de 10 adenocarcinomas prostáticos avaliados 

por CGH array.  
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Foram também detectadas perdas do cromossomo 6 nas amostras dos 

grupos I e III. A região mínima 6p12-21.1 estava envolvida em perda nas 

amostras de metástases em testículo e em seus tumores primários. Perda de 

6q24 foi considerada uma das alterações exclusivas dos CaP do grupo I 

quando comparados com os CaP do grupo II,  confirmada pela CGH-array. 

Nesta região encontra-se mapeado o BAC RP11-195B12, que contém o gene 

PDE7B (Phosphodiesterase B), cuja função é de regulação de transdução de 

sinal.Perdas de 6p21.2-22, 6q16-21 e 6q24 foram detectadas em mais de 70% 

das amostras do grupo III. O ganho de 6q21-22 foi detectado como uma das 

alterações exclusivas nas metástases ósseas. A literatura em CGH para CaP 

revela dois outros estudos com perdas para o cromossomo 6. Chu et al. (2003) 

encontraram perda de 6p em 18% de 45 amostras de CaP e de 6q em 22% e 

Pang et al. (2006) também identificaram perda de 6q23-qter em linhagem 

celular de CaP. Em 6q24 estão mapeados os genes DPI (Desmoplakin I) e DPII 

(Desmoplakin II) cuja função está relacionada à adesão celular.  

Em 6p12.1 está mapeado o gene BMP5 (Bone Morphogenetic Protein 5) 

que faz parte da superfamília BMP, que inclui fatores responsáveis pela 

indução do crescimento da matriz óssea. Além dos osteoblastos, células do 

câncer de próstata podem expressar anormalmente BMPs, o que contribui para 

a formação de metástases ósseas. De Pinieux et al. (2001) avaliaram por 

imunohistoquimica a expressão de BMP6 em 43 amostras de CaP localizado. 

Vinte e seis dos pacientes apresentaram recorrência e/ou metástases. Os 

resultados revelaram correlação positiva da expressão de BMP6 com 

metástases ósseas. Masuda et al. (2003) avaliaram a expressão por qRT-PCR 

de BMP6 e BMP7 em tecido ósseo normal (n=6) e em amostras de metástases 

ósseas (n=9) de seis pacientes com câncer de próstata. A expressão de BMP7 

foi significativamente mais alta nas metástases que no tecido normal, detectada 

em 5 de 7 (71%) metástases ósseas e não detectada no tecido ósseo normal 

(P<0,005). Não foram observadas diferenças significativas no nível de 

expressão de BMP6 entre as metástases e o tecido normal (P=0,81). Quanto 

ao BMP5, um estudo realizado por Doak et al. (2007) avaliou o número de 

cópias deste e de outros genes (BMP2, BMP7 e UC28) por FISH em amostras 

de arquivos em blocos de parafina contendo áreas de epitélio normal 
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adjacente, PIN (neoplasia intaepitelial prostática) e CaP. Nenhuma perda foi 

detectada, entretanto 50% das amostras de CaP avaliadas apresentaram 

ganho do número de cópias de BMP5.  Os resultados do presente estudo 

revelaram que a região 6p12 estava envolvida em ganho em 3/4 amostras de 

metástases ósseas (exceto P1M), o que estaria de acordo com a hipótese de 

que ganhos ou amplificações do gene BMP5 mapeado nessa localização 

poderia estar associados às metástases ósseas. Além disso, as metástases em 

testículo não apresentaram alterações em 6p12, o que poderia indicar que essa 

região seria específica de metástases ósseas. Entretanto, duas metástases em 

linfonodos mostraram ganhos em 6p12. Um desses pacientes teve doença 

metastática disseminad e o outro está em tratamento hormonal e não foi 

relatado, até o momento, a presença de metástases ósseas. Os tumores 

primários dos pacientes que evoluíram para metástases ósseas não foram 

analisados por não haver disponibilidade dessas amostras para o estudo. 

Esses resultados sugerem que ganhos de 6p12 pode estar relacionada 

especificamente à metástases ósseas.  

A perda de 9q34 foi detectada em mais de 70% dos CaP dos grupos I, II 

e III e da região 9q32-34, nas metástases e CaP do grupo I. A análise de CGH-

array confirmou a perda de 9q33 nas metástases em testículo, de 9q34.3, nas 

amostras do grupo III e de 9q31.1 e 9q31.3,  nas amostras de CaP do grupo II 

estando estas ausentes nos CaP do grupo I. Em 9q32-q33 está mapeado o 

gene TLR4, codificador de um receptor com papel central na via de sinalização 

da resposta imune inata à infecção por bactéria Gram positiva. Baseados na 

evidência de que a inflamação tem papel etiológico em vários cânceres 

humanos, inclusive no CaP e considerando que a suscetibilidade genética é um 

dos maiores fatores de risco para essa doença, Zheng et al. (2004) levantaram 

a hipótese de que variantes alélicos em genes que regulam a inflamação 

poderiam modificar a suscetibilidade ao CaP. Para testar essa hipótese 

avaliaram sistematicamente seqüências variantes para o gene TLR4 de 1961 

casos de CaP e 1697 controles para a população da Suécia, e estimaram o 

risco para o desenvolvimento do CaP em 4,9% para as variantes analisadas.     
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No presente estudo foi observada a perda em 11q23-24 em mais de 

70% dos 22 CaP e de 11q23 em mais de 70% das metástases. A análise de 

CGH-array confirmou a perda de 11q22.3 nas metástases em testículo e em 

seus tumores primários. Esta região cromossômica está representada na 

plataforma de array pelo BAC RP11-262J9. Este BAC contém os genes ALG9 

(Asparagine-linked glycosylation 9, com função de atividade de transferase, 

constituinte da membrana); C11orf1 (Chromosome 11 open reading frame 1, 

função desconhecida); CRYAB (Crystallin, alpha B , com função anti-

apoptótica); HSPB2 (Heat shock 27kDa protein 2, com função de metabolismo 

de proteínas); e DIXDC1 (DIX domain containing 1, com função de transdução 

de sinal). A perda de 11q foi também relatada por Alers et al. (2001) em 3/52 

amostras de CaP.  

Perda em 12q23-24.3 foi observada em mais de 70% dos 22 CaP e de 

12q24.1-24.3 em mais de 70% das metástases. Os resultados obtidos por 

CGH-array confirmaram as perdas de 12q12 e 12q13.13 como sendo 

alterações presentes nos CaP do grupo II e ausentes nos CaP do grupo I. Esta 

região está representada pelo BAC RP11-968A15, que contém os genes CBX5 

(Chromobox homolog 5 que possui função de regulação da transdução de 

sinal), ZNF38A5 (Zinc finger protein 385A, com função de regulação da 

transcrição) e GPR84 (G protein-coupled receptor 84 , com função de 

transdução de sinal). A deleção de 12q foi também encontrada por Nupponen 

et al. (1998a) em 2/6 tumores primários de próstata avaliados por CGH. Até o 

presente, nenhum gene com possível função de supressão tumoral foi 

relacionado com a perda em 12q em CaP. 

Deleção em 15q22-24 e 15q22-26 foi detectada em mais de 70% das 

metástases e nos 22 CaP, respectivamente. A metodologia de CGH-array 

confirmou as perdas de 15q22.2 e 15q24.3-25.2 como alterações comuns às 

metástases em testículo e seus tumores primários e de 15q21-22 como 

alteração comum às metástases em linfonodos e seus tumores primários. A 

deleção de 15q25-q26 foi relatada previamente em 7/45 (Chu et al., 2003) e 

10/57 (Strohmeyer et al., 2004) tumores primários de próstata, em 2/6 tumores 

recorrentes (Nupponen et al., 1998a) e em 9/20 metástases de CaP 

(metástases ósseas e em linfonodos pélvicos) (Cher et al., 1996). Até o 
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presente, nenhum gene conhecido foi identificado como candidato para CaP 

nessa localização cromossômica.  

As perdas em 1p32-1p36 foram relatadas apenas por Nupponen et al. 

(1998b) e van Dekken et al. (2004) em linhagens celulares de CaP avaliadas 

por CGH e CGH array, respectivamente, e por Nupponen et al. (1998a) em 

tumores de próstata recorrentes. Em nosso estudo foram encontradas perdas 

de 1p32-33 nas metástases, 1p32-34.2 em mais de 70% das 22 amostras de 

CaP, de 1p32-36.3 em mais de 70% dos CaP do grupo III. A metodologia de 

CGH-array confirmou a perda de 1p36 nos CaP do grupo III e de 1p36.11 e 

1p36.12 como alterações presentes nos CaP do grupo II e ausentes no grupo I. 

O gene EPHB2, mapeado em 1p35-p36.1, codifica um receptor tirosina quinase 

e tem sido identificado como um supressor tumoral no CaP. Huusko et al. 

(2004) mostraram que a linhagem celular de CaP DU145 é portadora de uma 

mutação truncada em um dos alelos EPHB2 e o outro alelo está deletado; a 

expressão da proteína EphB2 tipo-selvagem em células DU145 suprime seu 

crescimento. Os autores detectaram várias mutações neste gene na análise de 

33 amostras de tumores primários e 62 de metástases de CaP, as quais 

promoveram a inativação do EPHB2 em 8% do total de casos analisados. A 

mais relevante delas foi uma mutação tipo frameshift encontrada em três 

amostras metastáticas do mesmo paciente. Essa mutação não estava presente 

em uma amostra de fígado normal desse paciente, evidenciando que a 

mutação não era constitutiva. Baseados nos achados desse estudo, os autores 

consideraram que EPHB2 pode ser um supressor tumoral envolvido com a 

progressão do CaP, e que a perda dessa proteína, por inativação mutacional 

pode afetar muitos aspectos fenotípicos do CaP, como crescimento aberrante, 

invasão e metástase.  

Os resultados da análise de HR-CGH e de CGH-array obtidos no 

presente estudo foram também comparados aos dados de Lapointe et al 

(2007). Os autores analisaram 55 tumores primários de próstata e 9 

metástases em linfonodos de diferentes pacientes usando a metodologia de 

cDNA microarrays para CGH, plataforma Stanford Functional Genomics Facility 

que incluia 39,632 cDNAs humanos, representando 22,279 genes mapeados. 

Em um estudo prévio, Lapointe et al, (2004)  mostraram que foi possível 
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identificar subtipos de câncer de próstata, indistinguíveis histopatologicamente, 

baseado nos diferentes padrões de expressão gênica. Usando a tecnologia de 

cDNA microarrays, contendo 26,260 genes humanos, os autores identificaram 

3 subtipos de CaPs: (1) tumores que apresentavam comportamento clínico 

favorável (tumores AZGP1+/MUC1- avaliados por IHQ) e sobrevida livre da 

doença favorável independente de estadio patológico, Gleason e dosagem de 

PSA pré-cirúrgico. Os subtipos (2) e (3) mostravam formas mais agressivas da 

doença (tumores MUC1+). O subtipo (3) incluía tumores primários bem como a 

maioria das metástases em linfonodo pélvico e o subtipo (2) compreendia a 

maior parte dos tumores, apresentando expressão gênica característica, mas 

que também mostravam expressão característica do subtipo (3). Na análise de 

CGH em cDNA microarray, Lapointe et al (2007) encontraram perdas 

genômicas muito mais significativas do que ganhos. As alterações 

cromossômicas mais freqüentes incluíram ganhos em 8q (27% dos casos) e 

perdas em 13q (52%), 8p (47%), 6q (38%), 10q (28%) e 12p (27%). As 

metástases em linfonodos mostraram um padrão complexo de ganhos e perdas 

genômicas, como os casos do nosso estudo. A Tabela 18 apresenta as regiões 

genômicas descritas pelos autores. 

 
 
Tabela 18. Alterações no número de cópias característico dos subtipos descritos por 
Lapointe et al. (2007), identificados usando o método SAM (Significance Analysis of 
Microarrays).  
Subtipo 1   Subtipo 2  Metástases em Linfonodo  
Associações positivas   
Perda Perda  Perda 
2q22.3-23.1 (2) 8p11.21-23.3 (10; NKX3-1) 1p36.12-36.13 (2) 
2q23.3 16q23.1 2q37.1 
2q24.2 17q21.2 4q31.1 
5q21.1-21.3 (2) 18q23 10q23.31 (PTEN) 
6q13 21q22.2(TMPRSS-ERG) 16q22.2-23.3 (5) 
6q14.3-22.31 (8)   
 Ganho  Ganho 
 6p22.1 8p11.23-12 (2) 
  8q12.3-21.13(7) 
  8q22.1-23.1 (4) 
  8q23.3-24.22(6, MYC) 
  9q21.13-21.33(5) 
  9q22.32-21.31.3(5) 
  11q12.3-13.1(2) 
  16p11.2-12.1(2) 
  16p12.3-13.3 (6) 
  20q13.2 
Associações negativas   
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8p12-23.1 (6, NKX3-1)   
8p11.21   
Entre parênteses está indicado o número de bandas cromossômicas incluídas no intervalo 
descrito. 

A análise comparativa dos dados de Lapointe  et al. (2007) com os 

resultados do presente estudo revelou achados interessantes. Alterações em 

5q21 e 6q15 descritas pelos autores como características do subtipo (1) foram 

também observadas no nosso estudo entre os tumores do grupo I e em 

metástases. Uma grande discrepância foi observada na comparação entre as 

alterações descritas no subtipo (2) (tumores mais agressivos) e os casos do 

presente estudo. Um exemplo foi a presença de perda em 21q22 em todas as 

amostras que apresentaram evolução clínica favorável (grupo II). As alterações 

descritas no subtipo (3) foram também detectadas entre as amostras do grupo 

I, II (2 casos) e em mais de 70% das amostras do grupo III. Alterações em 

16q23 estavam presentes em uma alta proporção dos nossos casos. A Tabela 

19 apresenta um resumo das alterações detectadas por HR-CGH em relação 

aos subtipos descritos por Lapointe et al (2007). 

 

 

Tabela 19. Análise comparativa caso a caso entre os subtipos descritos por Lapointe 
et al. (2007) e os resultados de HR-CGH.  
 
Subgrupo 1 (n=10 CaP) menos agressivos 

Perda grupo I - CaP grupo I - 
metástases 

grupo II - 
CaP grupo III - CaP 

5q21 
P9 (apresentou meta 

em linfonodo) 

P13M e P14M1 
(apresentou meta 

em testículo), 
P2M (meta óssea) 

P29 Mais de 70% 
das amostras 

6q15 

P3 e P9 
(apresentaram meta 

em linfonodo), 
 P13 e P14 (meta em 

testículo) 

P14M2 (meta em 
peritônio) - - 

Subgrupo 2 (n=34 CaP) mais agressivos 

Perda (gene) grupo I - CaP grupo I - 
metástases 

grupo II - 
CaP grupo III - CaP 

8p21 (NKX3-1) 

P7 (meta em 
linfonodo),  

P1 (meta óssea) 
 P11 e P13 (meta em 

testículo) 

P11m e P13M 
(meta em 
testículo) 

P29 Mais de 70% 
das amostras 

21q22 
(TMPRSS2-
ERG) 

P7 (meta em 
linfonodo),  

P1 (meta óssea),  

P11M, P13M e 
P14M1 (meta em 

testículo), 

100% das 
amostras 

Mais de 70% 
das amostras 
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P3 (meta em 
linfonodo),  

P11 e P13 (meta em 
testículo) 

P1M e P5M (meta 
óssea),  

P14M2 (meta em 
peritônio) 

Subgrupo 3 (n=9 metástase em linfonodos)  

Perda (gene) 
 grupo I - CaP grupo I - 

metástases 
grupo II - 

CaP grupo III - CaP 

10q23 (PTEN) 

P7 (meta em 
linfonodo), P1 (meta 
óssea), P11 e P13 
(meta em testículo) 

P14M2 (meta em 
peritônio), P8M 
(meta óssea), 

P11m (meta em 
testículo), 

P9M (meta em 
linfonodo) 

P30 e 
P32 

Mais de 70% 
das amostras 

12p13 
(CDKN1B) 

P3 (meta em 
linfonodo), P11 (meta 

em testículo) 

P8M (meta 
óssea), 

P11M, P12M e 
P14M1 (meta em 

testículo), 

P30 e 
P32 

Mais de 70% 
das amostras 

13q14 (RB1) 

P11 e P13 (meta em 
testículo) 

P3 (meta em 
linfonodo),  

P1 (meta óssea), 

P14M2 (meta em 
peritônio), P1M e 

P5M (meta 
óssea), 

P13M e P14M1 
(meta em 
testículo), 

P9M (meta em 
linfonodo) 

P32 Mais de 70% 
das amostras 

16q23 

P11, P12, P13, P14 
(meta em testículo), 
P3  e P7 (meta em 

linfonodo), P1 (meta 
óssea), 

P1M, P2M, P5M, 
P8M (meta 

óssea), 
P11M, P12M e 

P14M1 (meta em 
testículo), 

P9M (meta em 
linfonodo) 

100% das 
amostras 

Mais de 70% 
das amostras 

17p13 (TP53) 

P1 (meta óssea), P3 
(meta em linfonodo), 
P11 e P12 (meta em 

testículo) 

P3M e P9M (meta 
em linfonodo) 

P1M, P2M (meta 
óssea), 

P30 Mais de 70% 
das amostras 

Ganho (gene) 
 grupo I - CaP grupo I - 

metástases 
grupo II - 

CaP grupo III - CaP 

8q24 (MYC) - - - - 
16p13 - - - - 
Meta = metástase 

 

A comparação entre os achados de Lapointe et al. (2007) e os dados do 

presente estudo apontaram alguns genes que poderiam ser incluídos na 

validação em nosso estudo. Perdas em 10q23 (região do gene PTEN) foram 

observadas pelos autores no grupo de amostras que apresentou metástases 

em linfonodos. A plataforma utilizada em nosso estudo de CGH-array não 

possui BACs contendo o gene PTEN. Os autores relataram a perda de RB1 em 
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todas as amostras. No presente estudo, observamos perdas significativas no 

grupo IM, e nos grupos de metástases em testículos e metástases em 

linfonodos. Nos grupos IP e II esta alteração não foi detectada. A perda do 

gene CDKN1 foi recorrente em todas as amostras dos autores. No nosso 

estudo, foram observadas perdas do gene CDKN1 no grupo IM (metástases 

em linfonodos e em testículo). No grupo IP não foram observadas alterações 

envolvendo este gene. O grupo II não mostrou alterações no número de cópias 

para este gene. Estes resultados apontam que estes genes são candidatos a 

validação e devem ser importantes marcadores em CaP. 

Os autores relataram ganhos comuns na região 16p13 para o grupo que 

apresentou metástases em linfonodos. Curiosamente, nossos resultados 

apontam, para o subgrupo de amostras de metástases linfonodais, uma 

prevalência de perdas para a região 16p13, com uma única região de ganho, 

em 16p13.12 (BAC RP11-160D13), que contém o gene A2BP1 (proteína de 

ligação ao RNA, localizada  na via de sinalização trans-Golgi e que tem sido 

associada com a ataxia espinocerebelar tipo 2). A mesma análise para o grupo 

de todas as metástases apontou perda, assim como para as metástases em 

testículo. O conjunto de amostras do grupo IP não apresentou alterações. 

Individualmente, as amostras que apresentaram ganhos para a região 16p13 

foram P1, P1M, P3, P3M, P11, P11M, P13, P13M e 30pr.  

Os autores relataram ganhos comuns na região 8q24 para o grupo que 

apresentou metástases em linfonodos, onde está mapeado o gene MYC. Em 

nossa casuística, foram observados ganhos do gene MYC nos casos IP, o que 

não foi observado nos casos do grupo II ou nas metástases. Perdas 

recorrentes foram relatadas na região 8p21 nos tumores do subtipo 2, com 

prevalência no gene NKX3-1. Nossa plataforma não contém BACs com o gene 

NKX3-1. 

Alterações em 5q21 foram relatadas como presentes nos casos do 

subtipo 1. Os resultados de CGH-array concordam com os obtidos da análise 

de HR-CGH e indicaram deleções em 5q21 nos casos P1, P13M, P14 e P14. 

Nos agrupamentos avaliados, foram detectadas deleções desta região entre as 

metástases em linfonodos Dentre as amostras do grupo II, uma de quatro 

amostras (P32) apresentou deleção da região 5q21. 
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Em conjunto, essas comparações revelam grande homogeneidade entre 

os resultados obtidos da análise de HR-CGH e de CGH-array dos casos do 

nosso estudo. Um subgrupo de alterações coincide com as descritas por 

Lapointe et al. (2007).  

O paciente P32 do grupo II de bom prognóstico iniciou com terapia 

hormonal três anos após a prostatectomia radical devido à recorrência da 

doença. Este tumor apresentou alterações comuns aos casos de prognóstico 

desfavorável (grupo I CaP e/ou metástases) e que o diferenciava dos demais 

casos do grupo II, tais como: perda de 3q13.1, 5q23, 13q14-21, 15q12, 15q21, 

18q11.2 e ganho de 2q23 e 8q22. Dessa forma, poderia ser sugerido que 

essas alterações diferenciam os tumores de próstata indolentes dos mais 

agressivos com progressão metastática. Dentre essas alterações, a perda de 

13q foi considerada como um evento inicial da tumorigênese prostática, 

seguida preferencialmente por perdas de 6q e 18q no modelo de progressão 

descrito por Ribeiro et al. (2006), como já mencionado anteriormente. Lapointe 

et al. (2007) também relataram ganhos de 8q22.1 nas amostras de metástase 

em linfonodo pélvico. A busca por genes candidatos mapeados nessas 

localizações cromossômicas foi realizada por análises in silico 

(HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/), permitindo o acesso a todos os 

genes mapeados nessas regiões e suas respectivas funções. Dentre os 

possíveis candidatos destacam-se os genes: RB1 (Retinoblastoma 1 – 13q14) 

e RBBP8 (Retinoblastoma binding protein 8 – 18q11.2) como supressores 

tumorais; NMI (N-myc and STAT interactor – 2q23) e SDC2 (Syndecan 2 – 

8q22) como oncogenes. Uma vez que esse estudo revelou indícios de que 

essas regiões cromossômicas possam discriminar os tumores mais agressivos 

a investigação da expressão desses genes, e de outros, em tumores de 

próstata em diferentes estágios de progressão podem vir a confirmar essa 

hipótese. 

Existem poucos estudos publicados que avaliaram amostras de PIN 

(neoplasia intraepitelial prostática) por CGH. No mais recente, Bettendorf et 

al.(2008) relatam a ausência de alteração cromossômica em dez amostras de 

PIN avaliadas por CGH cromossômico. Zitzelsberger et al. (2001) avaliaram 12 

amostras de PIN microdissecadas a laser, amplificadas por DOP-PCR para a 
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realização da CGH convencional. Os autores detectaram ganho dos 

cromossomos 8q (42%), 7 (25%), 17 (25%), 20 (25%) e perda em 13q14 (25%) 

como sendo alterações mais freqüentes em PIN. Ganhos em 1p, 4p15-16, 

11q13, 12q, 15q, 22q, X, bem como perdas em 4q, 2p25, 3p24-26, 3q26-29, 

5q21, 6q, 8p, 10q24, 12q21-24, 18q21-22 e Y foram detectadas em menor 

freqüência (apenas um caso cada). Todas essas alterações foram detectadas 

no correspondente tumor primário também avaliado no estudo. Beheshti et al. 

(2002) que também avaliaram amostras de PIN (n=3) microdissecadas a laser 

e amplificadas por DOP-PCR para a CGH cromossômica, relataram que focos 

tumorais, também avaliados nesse estudo, apresentavam mais alterações de 

perdas e ganhos que a PIN de um mesmo paciente. Das três PIN avaliadas 

apenas duas apresentaram alterações: A) ganho de 3p24-pter, 3p12.2-q13.2, 

8q, 15q15-q21.2 e perda do cromossomo 20; B) ganho de 2q24.1-q31.2, 

8q21.3-q22.3, Xq21.3-q22.2 e perda do cromossomo Y. Todas essas 

alterações foram comuns as amostras de PIN e CaP do mesmo paciente 

evidenciando que a PIN pode ser uma lesão precursora do carcinoma. No 

presente estudo, não foi possível comparar as alterações das amostras de PIN 

(caso 166) com focos do tumor do mesmo paciente por não termos a 

disponibilidade de amostras tumorais. Entretanto, a maioria das alterações 

detectadas nas amostras de PIN também estavam presentes nos outros CaP 

avaliados, corroborando com a hipótese de que as neoplasias intraepiteliais 

possam ser precursoras dos carcinomas. Além disso, foram detectadas 

alterações exclusivas das amostras de PIN: ganhos de 3p12, 5q11.2, 5q21, 

8q11.2, 8q13-q21.1, 12p11.2-p13, 15q26 e 21q11.2, não detectados em 

nenhum tumor primário ou metástase. Em geral, as amostras de PIN 

apresentaram perfil de alterações diferente dos CaP, sendo observado maior 

número de ganhos quando comparados aos CaP avaliados. O significado 

dessa diferença não está claro, de forma que outros estudos avaliando um 

maior número de PIN e focos adjacentes de CaP poderão contribuir para a 

confirmação destes resultados e o esclarecimento dessas diferenças.  

Ao comparar as duas amostras de CaP de um mesmo paciente foi 

observada uma similaridade de aproximadamente 50% entre as regiões de 

perdas genômicas, essa concordância não foi tão expressiva entre os ganhos, 
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variando de 0% a 6,8%. Para as amostras de PIN houve uma similaridade de 

~27% para  perdas e de ~37% para ganhos. Essas diferenças detectadas entre 

as duas amostras de um mesmo paciente refletem a heterogeneidade das 

alterações genéticas existentes em diferentes focos tumorais. Em geral, as 

amostras de um mesmo paciente foram obtidas de locais diferentes da próstata 

(Tabela 20).  As amostras dos casos 177 e 166, mesmo tendo sido coletadas 

na mesma região prostática são focos distintos, tumorais e de neoplasia 

intraepitelial (PIN), respectivamente. Embora sejam tumores adjacentes, as 

diferenças genéticas detectadas entre as duas amostras do caso 177 são 

tantas quanto as detectadas em focos tumorais mais distantes na próstata, o 

que parece sugerir que a heterogeneidade exista independente do local 

prostático acometido pelo tumor.  

 

Tabela 20. Caracterização dos dois diferentes focos tumorais de cada paciente 
avaliado do grupo III e informações relevantes.  

Paciente 
Localização 
prostática 
do tumor 

Escore 
de 

Gleason 
TNM PSA pré- 

cirúrgico 
PSA pós-
cirúrgico 

% 
concordância 

15 
F2: BD 7(3+4) 

T2bN0M0 
 12,10 0,27 

47% das 
perdas 

1,5% dos 
ganhos F3: AE+ME 7(3+4) 

48 
P3: AE 6(3+3) 

pT2bN0M0 2,5 0,0 

58,9% das 
perdas 
0% dos 
ganhos 

F2: ME 6(3+3) 

70 
F1: AD 7(4+3) 

T2cN0M0 9,94 0,03 

59,3% das 
perdas 

2,4% dos 
ganhos F2: BD 6(3+3) 

177 
P1: AD 7(3+4) 

T2cN0M0 11,0 0,0 

47% das 
perdas 

6,8% dos 
ganhos P2: AD 7(3+4) 

166 
F1: MD PIN 

8(3+5)* 
T2cN0M0 6,93 s.i. 

27,1% das 
perdas 

37% dos 
ganhos F2: MD PIN 

8(3+5)* 
 

AD = ápice direito; AE = ápice esquerdo; BD = base direita; BE = base esquerda; MD = médio direito; ME 
= médio esquerdo; F = fragmento coletado a fresco; P = fragmento obtido de tecido de bloco de parafina; 
s.i.= sem informação; (*) = escore de Gleason obtido do laudo anátomo-patológico, uma vez que a 
amostra se refere a neoplasia intraepitelial prostática (PIN). Os escores de Gleason das demais amostras 
foram obtidos para cada fragmento coletado. A % de concordância se refere a similaridade das alterações 
de perdas e ganhos detectadas por HR-CGH para as duas amostras de cada paciente e reflete a 
heterogeneidade genética apresentada por dois diferentes focos tumorais de uma mesma próstata.      

 



���������	
�����������!��������!��������!��������!�����

164 
 
 

Avaliando as alterações exclusivas dos tumores primários do grupo I 

(que evoluíram para metástases) foram detectadas por HR-CGH perdas de 

7q11.2 (3/8), 7q22 (5/8), 12q12-13 (3/8), 13q12-13 (6/8) e 13q21 (4/8). A 

metodologia de CGH-array confirmou apenas as perdas de 7q22, 12q12 e 

13q21 como sendo exclusivas dos CaP do grupo I. Quanto as alterações 

exclusivas dos CaP do grupo II (boa evolução clínica) foram detectadas por 

HR-CGH ganhos de 7q11.2 (3/5), 7q22 (1/5), 12q12-13 (3/5), 13q21 (3/5) e 

13q12-13 (1/5). A CGH-array confirmou os ganhos de 7q22, 12q12-13 e 

13q12-13 como sendo exclusivas dos CaP do grupo II. Estes resultados 

sugerem que essas alterações poderiam discriminar tumores de pior 

prognóstico dos de bom prognóstico. As alterações detectadas exclusivamente 

nos CaP do grupo I (perda de 7q22 e 13q12-13) poderiam ser sugeridas como 

alterações relacionadas a pior prognóstico, uma vez que nenhum tumor do 

grupo II, de bom prognóstico, apresentou  perda dessas regiões. Nessas 

regiões cromossômicas estão mapeados os genes supressores tumorais PAI-1 

(Plasminogen activator inhibitor-1) (7q22) e BRCA2 (Breast cancer 2 tumor 

supressor) (13q12-13) que poderiam ser sugeridos como candidatos 

associados a pior prognóstico a serem investigados no câncer de próstata. Por 

outro lado, ganhos de 7q11.2, 12q12-13 e 13q21 detectadas exclusivamente 

nos CaP do grupo II poderiam ser sugeridas como alterações que poderiam 

estar relacionadas a grupos de amostras com prognóstico favorável. Essas 

regiões cromossômicas poderiam conter genes com função de supressão 

tumoral ou reguladores da proliferação celular e que ganhos ou amplificações 

desses genes promoveriam aumento de expressão de transcritos ou proteínas 

capazes de interferir no processo tumoral. Alguns genes mapeados nestas 

regiões incluem CLDN3 (Claudin 3) e CLDN4 (Claudin 4) (7q11.2); ADAMST20 

(ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1motif 20) e ARID2 (AT rich 

interactive domain 2) (12q12-13); PCDH8 (Protocadherin 8), PCDH9 

(Protocadherin 9) e PCDH20 (Protocadherin 20) (13q21). O envolvimento 

destes genes em carcinomas de próstata, bem como a avaliação da expressão 

gênica ou protéica em relação a características clínicas poderá esclarecer se 

estes seriam realmente marcadores prognóstico no câncer de próstata.  
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Validação dos resultados de HR-CGH e CGH-array pela metodologia de 
qRT-PCR 

 
Foram selecionados cinco genes, ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 e 

TOP2A, para validação dos achados de HR-CGH utilizando, para isso, a 

metodologia de qRT-PCR. Os critérios para seleção destes genes foram 

associação entre a função e o tipo de alteração encontrada nas amostras 

estudadas e dados em literatura relacionados ao câncer. Outro critério adotado 

para seleção dos genes foi a concordância entre os achados de alterações 

genômicas detectadas no presente estudo (por HR-CGH) e aqueles detectados 

por outro estudo da equipe utilizando a metodologia de CGH-array.  

 

1. ARID1A (AT rich interactive domain 1A) (Aliases: RP1-50O24.1, B120, 
BAF250, BAF250a, BM029, C1orf4, P270, SMARCF1) 
 

O gene ARID1A está mapeado em 1p36.1 e codifica um membro da 

família SWI/SNF (complexo de remodelamento da cromatina), que possui 

atividade helicase e ATPase e regula a transcrição de determinados genes, 

alterando a estrutura de sua cromatina (Nagl et al., 2005). A proteína ARID1A 

ou p270 é constituída por pelo menos dois domínios conservados, importantes 

para o desempenho de sua função. O primeiro é um domínio de ligação ao 

DNA que pode se ligar especificamente a uma seqüência rica em AT para ser 

reconhecida pelo complexo SNF/SWI. O segundo é o domínio C-terminal da 

proteína, que pode estimular a ativação da transcrição dependente do receptor 

de glicocorticóide (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db= protein 

&id=21264565). 

Este gene está associado com a via de sinalização do receptor de 

andrógeno, do receptor de estrógeno e na manutenção da transcrição mediada 

pela cromatina (Inoue et al., 2002). Além disso, Nagl et al. (2005, 2007) 

mostraram a associação do ARID1A e o controle do ciclo celular. Os autores 

utilizaram como modelo a linhagem celular pré-osteoblástica MC3T3-E1, cujo 

processo de diferenciação é bem caracterizado, e bloquearam a proteína p270 

(ARID1A) por métodos de RNA de interferência (RNAi) para avaliar o papel 

desta proteína no controle da proliferação celular. Os resultados desse estudo 

mostraram que as células com depleção de p270 normalmente apresentavam 

falha na parada do ciclo celular, evidenciada pela síntese contínua de DNA e 
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pela ausência de outras características, como o aumento da regulação de 

ciclinas, a diminuição da expressão de Histona H4 e a atividade quinase cdc2-

específica.  

O gene ARID1A é expresso em todos tecidos humanos normais 

examinados (Dallas et al., 2000; Wang et al., 2004b), porém a expressão 

protéica não é detectável ou apresenta-se muito reduzida em linhagens 

tumorais, incluindo o carcinoma cervical e mamário (Nie et al., 2000; 

DeCristofaro et al., 2001; Wang et al., 2004b). Resultados das análises em 241 

tumores (incluindo mama, útero, cólon ovário, estômago, pulmão, reto, rim, 

dentre outras) por tissue array mostraram que a expressão da proteína p270 

estava diminuída em aproximadamente 30% dos carcinomas renais e em 10% 

dos carcinomas de mama (Wang et al., 2004b). Foi também demonstrado que 

seu papel na regulação do ciclo celular pode ser mediado pela sua interação 

com proteínas supressoras de tumor, como por exemplo, a TP53 (Lee et al., 

2002) e RB1 (Trouche et al., 1997), desempenhando assim um papel crítico na 

supressão tumoral em camundongos e em humanos (para revisão Roberts, 

2004). O conjunto desses resultados, associado aos conhecimentos das 

funções do gene, sugerem que o ARID1A pode ter um papel importante na 

carcinogênese (DeCristofaro et al, 2001; Nie et al., 2000; Wang et al. 2004a).  

As análises de HR-CGH em amostras de carcinoma de próstata do 

presente estudo mostraram perdas da região cromossômica 1p36.1 em 63% 

(5/8) dos casos do grupo I (que evoluíram com metástases), em 60% (3/5) do 

grupo II (boa evolução) e em 75% (6/8) das amostras do grupo III (diferentes 

biópsias de tumor primário de um mesmo paciente). Estes resultados foram 

comparados aos achados de CGH-array em um subgrupo das mesmas 

amostras. Resultados concordantes com perdas do BAC mapeado nesta região 

(e que contém a seqüência do gene ARID1A) foram detectados em 1/6 

amostras de tumores primários e em 2/6 metástases de pacientes do grupo I. 

No entanto, não foram detectadas perdas deste BAC nos tumores do grupo II 

(boa evolução), sugerindo que este gene deve ter um papel relevante na 

carcinogênese da próstata principalmente relacionado à progressão da doença. 

Essas diferenças de resultados obtidos pelas duas metodologias, HR-CGH e 

CGH-array, podem ser explicadas pelas diferenças de sensibilidade das 

metodologias. Pela CGH-array é possível detectar alterações de perdas e 
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ganhos genômicos inferiores a 1Mb, enquanto que a HR-CGH é menos 

sensível, permitindo detectar perdas de seguimentos de DNA de ~2Mb. Além 

disso, a resolução da HR-CGH é variável e pode depender da região 

cromossômica envolvida (Schoumans et al., 2004). Por esta razão, as perdas 

em 1p detectadas por HR-CGH nas amostras do grupo II se referem a grandes 

seqüências genômicas, que não necessariamente incluiriam a seqüência do 

gene ARID1A, e por este motivo não foram detectadas por CGH-array. A perda 

do gene ARID1A revelada pela metodologia de CGH-array, que confirma os 

resultados de HR-CGH, apenas em um subgrupo de amostras do grupo I, um 

tumor primário que evoluiu para metástase e em duas das metástases, e ainda 

a ausência de alterações neste BAC nos tumores primários do grupo II (boa 

evolução clínica) sugerem que este gene poderia discriminar um subgrupo de 

tumores com bom e mau prognóstico. Alterações genômicas associadas ao 

câncer de próstata numa região bem próxima da detectada neste estudo já 

haviam sido relatadas. Perdas em 1p32-1p36 foram relatadas por Nupponen et 

al. (1998b) e van Dekken et al. (2004) em linhagens celulares de CaP avaliadas 

por CGH e CGH-array, respectivamente, e por Nupponen et al. (1998a) em 

tumores de próstata recorrentes avaliados por CGH. Baseados na 

potencialidade de aplicação desses resultados na prática clínica e nas funções 

descritas em literatura para o gene ARID1A que indicam que este gene é um 

supressor tumoral, este foi selecionado para a validação por qRT-PCR em um 

grupo maior de carcinomas prostáticos. 

Os resultados da qRT-PCR para validação dos resultados de perdas do 

gene ARID1A detectadas no presente estudo indicaram que a maior parte dos 

tumores de próstata (72%) expressa níveis aumentados do gene, enquanto que 

níveis normais ou diminuídos foram detectados em 24% e 4% das amostras, 

respectivamente. Dos três casos com expressão diminuída de ARID1A, dois 

apresentavam características de mau prognóstico, tais como: escore de 

Gleason e risco de recorrência altos, recidiva bioquímica (PSA pós > 0,2ng/mL) 

e presença de metástase no caso 38T. O terceiro caso (34T) não apresentou 

recidiva bioquímica (PSA pós=0,05ng/mL) durante o seguimento clínico (36 

meses). Este caso apresentava baixo risco de recorrência (escore de Gleason 

baixo e pT2a).  
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A perda do gene detectada apenas nas amostras do grupo I (1/6, 17%) 

pelo método de CGH-array sugere seu envolvimento na progressão da doença. 

Desta forma, foram avaliados os perfis de expressão gênica de acordo com os 

dados clínicos e patológicos. As análises mostraram que níveis normais ou 

diminuídos da expressão do gene estão associados à pior evolução da doença, 

confirmando os achados de HR-CGH e CGH-array. Pacientes cujos tumores 

têm expressão normal ou diminuída de ARID1A apresentam maior risco de 

recorrência bioquímica que aqueles com expressão aumentada (P=0,0223, 

OR=5,40, IC95%=1,26-23,05). Além disso, os níveis normais ou diminuídos de 

expressão do gene ARID1A estão associados com diminuição do tempo de 

sobrevida livre de doença (SLD) em comparação com os pacientes com 

expressão aumentada do gene (P=0,0131; OR=2,706; IC95%=� 1,320-10,70), 

sendo as medianas de SLD de 17 e de 72 meses, respectivamente. Vale 

ressaltar, que nesta análise foram excluídos os pacientes sem recidiva 

bioquímica cujo tempo de seguimento clínico foi inferior a 24 meses, de modo a 

eliminar qualquer viés na análise em decorrência do pouco tempo de 

acompanhamento dos pacientes. 

Considerando que o gene ARID1A é um supressor tumoral, seja pelo 

controle do ciclo celular ou por outras funções ainda não conhecidas, e ainda 

os resultados deste estudo associando níveis normais ou diminuídos do gene 

com os tumores com pior evolução clínica, nós postulamos uma hipótese para 

explicar os resultados de expressão deste gene nos carcinomas prostáticos. 

Assim, no início do processo de proliferação anormal do tecido prostático 

ocorreria o aumento da ativação deste gene, levando ao seu aumento da 

expressão, na tentativa de controlar o crescimento do tumor. Esta hipótese é 

reforçada pela alta freqüência de aumento de expressão deste gene nas 

amostras de CaP, HNP e do tecido adjacente ao tumor em comparação ao 

tecido prostático normal. No entanto, ao longo do processo tumoral, naqueles 

tumores mais agressivos, parte das células neoplásicas perde o gene por 

deleção, pelo menos em um alelo, o que levaria à detecção de níveis normais 

ou diminuídos dos transcritos, dependendo da proporção de células com 

deleção desta região gênica. É importante salientar que como na análise de 

qRT-PCR foi utilizado mRNA extraído de um pool de células do tumor (com 

deleção e sem deleção), pode-se detectar níveis normais do transcrito, em que 
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o aumento da expressão de ARID1A numa população celular é compensada 

pela diminuição em outra. A validação dos resultados pela análise protéica de 

p270 num número maior de tumores de diferentes graus bem como em 

amostras de HNP e tecido adjacente, poderá confirmar os achados de 

expressão gênica do presente estudo e ainda reforçar a nossa hipótese para o 

papel deste gene nos tumores prostáticos. A utilização da metodologia de 

imunohistoquímica para esta análise facilitaria a sua aplicação futura na prática 

diagnóstica dos carcinomas de próstata.  

Em resumo, os resultados deste estudo sugerem que o ARID1A tem o 

potencial para ser utilizado como uma ferramenta diagnóstica, podendo auxiliar 

na discriminação de um subgrupo de pacientes cujos tumores apresentam 

caráter mais agressivo, e com isso, permitir uma conduta clínica mais 

adequada nestes casos.  

 

2. MTSS1 (Metastasis Suppressor 1) (Aliases: DKFZp781P2223, FLJ44694, 
KIAA0429, MIM, MIMA, MIMB) 
 

O gene MTSS1 está mapeado em 8q24.1. Esse gene, também 

conhecido como MIM (Missing in Metastasis), foi identificado por Lee et al. 

(2002) como um novo gene candidato à supressão de metástases. Os autores 

identificaram por Northern blot a presença dos transcritos em tecidos normais 

como baço, próstata, testículo, útero, cólon e sangue periférico, porém estavam 

ausentes em linhagens metastáticas de câncer de bexiga, bem como em 

linhagens metastáticas de câncer de mama e de próstata. Análise funcional da 

proteína MIM mostrou que está implicada no controle do citoesqueleto de 

actina, e que o mecanismo supressor de metástase desta proteína poderia 

estar relacionado à re-organização da actina e/ou alterações na adesão celular 

(Woodings et al., 2003). 

Em outro estudo (Loberg et al., 2005) foi avaliada a expressão do 

MTSS1 (MIM-A) e duas variantes de splicing [MIM(12del) e MIM-B], que 

apresentam homologia de seqüência de aminoácidos acima de 50% em 

relação à proteína MIM-A. Os autores mostraram diminuição de expressão dos 

três transcritos em linhagens de tumores de próstata bem como em tumores 

primários de pacientes CaP em relação ao tecido prostático normal. Além 

disso, os autores transfectaram o gene MIM-A em uma linhagem celular de 
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CaP (PC-3) e observaram que a expressão diminuída do gene estava 

associada com a diminuição dos filamentos de actina e que o aumento da 

expressão do MTSS1 estava associado principalmente com a diminuição da 

proliferação celular, porém não alterava a adesão ou motilidade celular. Estes 

dados sugeriram que a redução da expressão desse gene no CaP e em outros 

cânceres pode contribuir para o desenvolvimento do tumor, bem como, de 

metástases.  

Recentemente, Wang et al (2007) investigaram a expressão da proteína 

MTSS1 por imunohistoquímica em tumores de bexiga de baixo grau, de alto 

grau e em células normais. Os níveis de MTSS1 nos tumores de baixo grau 

foram semelhantes aos das células normais, ao passo que nos tumores de alto 

grau apresentaram-se significativamente diminuídos. No mesmo estudo foi 

analisada a expressão de MTSS1 em linhagens de células epiteliais 

transicionais normais (SV-HUC-L) e de células de carcinoma transicionais 

(TCCSUP) mostrando alta expressão nas linhagens normais e baixa expressão 

na linhagem tumoral. Os autores sugeriram que a regulação negativa de 

MTSS1/MIM pode se correlacionar com a transição das células tumorais de 

morfologia do tipo epitelial mais diferenciada para carcinomas menos 

diferenciados. 

Os resultados de HR-CGH revelaram perda de 8q24.1 em 75% (6/8) das 

amostras de CaP e 64% (7/11) das metástases do grupo I, em 80% (4/5) dos 

CaP do grupo II e em todas as amostras de CaP do grupo III (n=8). Os 

resultados de aCGH mostraram perdas em 4/6 tumores primários e em 3/6 

metástases do grupo I e ganho dessa região genômica em 1/6 tumores 

primários também do grupo I. Por outro lado, no grupo II, de boa evolução 

clínica, não foi observada alteração. No grupo III foram detectados ganhos em 

2/4 amostras de dois pacientes. Estes resultados sugerem que a perda do 

gene MTSS1, um supressor de metástase, poderia contribuir para o processo 

metastático do câncer de próstata. Na validação por qRT-PCR, os resultados 

obtidos mostraram diminuição de expressão de MTSS1 num subgrupo de 

pacientes (6/74, 8%), enquanto que expressão normal e aumentada do gene foi 

detectada em 50% (n=37) e em 42% (n=31) das amostras, respectivamente. 

Dos seis pacientes com diminuição de expressão (23T, 34T, 51T, 176, 

213 e 217), cinco apresentaram risco de recorrência alto (exceto 34T), destes 
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apenas 23T e 176 tiveram recorrência bioquímica. O caso 51T não pôde ser 

avaliado devido a ausência dos dados de PSA pós-cirúrgico. Dos três casos 

restantes, os casos 213 e 217 estão sendo acompanhados por 4 e 12 meses, 

respectivamente, e um está sendo acompanhado há 36 meses (caso 34T). 

Além disso, para o caso 38T, que comprovadamente teve metástases, a 

expressão de MTSS1 foi de 0,59, próxima do limite considerado para 

diminuição de expressão (QR�2,0). É possível que este curto período de 

seguimento clínico de alguns pacientes não permita inferir se eles realmente 

constituem um subgrupo de pior prognóstico que poderá evoluir para 

metástases.  

Foram avaliadas as freqüências de casos com expressão normal ou 

diminuída de MTSS1 nos grupos com e sem recidiva bioquímica e não foram 

observadas diferenças entre os grupos. Vale ressaltar que para esta análise 

foram excluídos os pacientes sem recidiva bioquímica com menos de 24 meses 

de seguimento clínico. Com relação aos parâmetros clínico-histopatológicos, a 

análise dos níveis de MTSS1 em relação ao PSA pós-cirúrgico elevado (� 

0,2ng/mL) apresentou diferença marginalmente significativa (P=0,0564), 

evidenciando que níveis mais baixos do gene poderiam estar relacionados à 

recorrência bioquímica. Este resultado foi confirmado numa análise posterior, 

quando foram excluídos os casos com seguimento clínico inferior a 24 meses, 

indicando que níveis mais baixos do gene estão associados significativamente 

com recidiva bioquímica nos pacientes com carcinoma de próstata (P=0,0376). 

Embora não foram observadas diferenças nas freqüências de casos com 

expressão normal ou diminuída de MTSS1 nos grupos com e sem recidiva 

bioquímica, os achados de associação significante entre menores níveis de 

expressão do gene e níveis mais altos de PSA pós-cirúrgico, confirmam, pelo 

menos em parte, os achados de perda do gene por CGH-array no grupo de 

pacientes com pior evolução. O aumento da casuística, principalmente de 

pacientes acompanhados por períodos mais longos, poderá contribuir para 

estabelecer o papel do gene MTSS1 na progressão dos carcinomas de 

próstata.  
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3. NME1 (non-metastatic cells 1) (Aliases: AWD, GAAD, NDPK-A, NDPKA, 
NM23, NM23-H1) 

 

O gene NME1, localizado em 17q21.3 foi isolado a partir de uma 

biblioteca de cDNA de linhagens celulares metastáticas  de camundongos e foi 

descrito, como um supressor de metástases, apresentando baixa expressão de 

mRNA em células com alto potencial metastático (Varesco et al., 1992; Steeg 

et al., 1998).  

Diversos estudos indicam que a redução da expressão de NME1 está 

associada com características histopatológicas agressivas do tumor, 

comportamento agressivo, menor sobrevida do paciente, bem como 

metástases em vários carcinomas (Bevilacqua et al., 1989; Ayhan et al., 1993; 

Royds et al., 1993; Tokunaga et al., 1993; Kodera et al., 1994; Yamaguchi et 

al., 1994; Tannapfel et al. ,1995; Engel et al., 1998;  Steeg et al., 1999; Khan et 

al., 2001; Curtis et al., 2007; Wiese et al., 2007; Carinci et al., 2007; Ferrari et 

al., 2007; Wang et al., 2008; Liu et al., 2008). 

A expressão reduzida da proteína NM23 em carcinomas colorretais 

primários foi sugerida como um preditor de metástases em fígado e em 

linfonodos (Berney et al., 1999). Garinis et al. (2003) avaliaram a expressão de 

NME1 em 52 tumores colorretais e detectaram a diminuição da expressão em 

54% dos carcinomas e associaram estes achados com a presença de 

metástases em linfonodos. A maioria dos estudos sugere que NM23 tem um 

papel prognóstico em carcinomas gástrico e colorretal (Dursun et al., 2002). 

Carcinomas bem diferenciados apresentam marcação intensamente corada 

para a proteína NM23 quando comparados aos adenocarcinomas 

moderadamente e pouco diferenciados (Yeung et al., 1998; Dursun et al., 

2002).  

Embora boa parte dos estudos mostre a diminuição da expressão de 

NME1 ou da sua proteína em vários tipos tumorais e correlacionem com 

características de pior prognóstico, há uma grande controvérsia na literatura a 

respeito da expressão desse gene e seu valor prognóstico. Há estudos que 

mostraram o aumento da expressão de NME1 em tumores invasivos e 

relacionam esse aumento de expressão com a progressão da doença. Zhao et 

al. (2004) relataram que o aumento da expressão do gene leva a alteração do 
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ciclo celular e a resposta a danos do DNA, apoptose, transdução de sinal, 

angiogênese, adesão, invasão e metástase. Lee et al. (2006) avaliaram a 

expressão da proteína NM23 numa plataforma de tissue microarrays de 

linfomas e detectaram aumento da expressão associado com alto escore da 

doença e baixa taxa de sobrevida dos pacientes. O aumento da expressão de 

NME1 também foi relatada por Wiese et al. (2007) ao avaliarem genes 

diferencialmente expressos em carcinomas colorretais invasivos em um estudo 

de cDNA microarrays. Por outro lado, outros relatos mostraram que o aumento 

da expressão do gene está associado com agressividade reduzida e com bom 

prognóstico em carcinoma de células renais (Kanayama et al., 1994; Nakagawa 

et al., 1998). 

Em câncer de próstata, os trabalhos publicados também refletem esta 

controvérsia quanto ao papel de NME1 na carcinogênese. Konish et al.(1993) 

encontraram redução da expressão protéica de NME1 por imunohistoquímica 

em CaP de pacientes com doença metastática e relataram coloração 

moderadamente positiva para as amostras de HNP. Por outro lado, Igawa et al. 

(1994) mostraram que a coloração positiva de NME1 (por imunohistoquímica) 

estava associada com CaPs de alto grau, indicando que em CaP o NME1 não 

parece exercer função de supressor tumoral. 

Os resultados desses estudos são conflitantes e não permitem uma 

conclusão sobre o real papel desta proteína nos cânceres em geral, em 

especial, no CaP, o que indica que outros estudos devem ser conduzidos para 

elucidar este papel do NME1. Além disso, como em outros casos, a proteína 

pode ter papéis diferentes na evolução do tumor dependendo da fase do tumor 

e também em diferentes tumores.  

Os resultados do estudo de HR-CGH mostraram deleções em 17q21.3 

em 88% (7/8) das amostras de CaP e nas 11 metástases do grupo I, em 60% 

(3/5) dos CaP do grupo II e em 88% (7/8) dos CaP do  grupo III. A avaliação 

por CGH-array revelou perdas afetando o gene NME1 em 3/4 amostras de CaP 

de dois pacientes (grupo III, analisado na plataforma de 19k7.1 single-spotted 

microarrays). O gene NME1 não estava representado na plataforma BACs 

HB68 (6k) e, portanto, não foi possível avaliar o comportamento deste gene 

nas amostras dos grupos I e II.  
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Os resultados de expressão gênica do presente estudo mostraram 

diminuição de expressão em 14% dos carcinomas primários (casos 2T, 3T, 8T, 

13T, 14T, 26T, 34T, 38T, 51T e 217) e aumento em 30%. Estes casos 

apresentaram características clínicas bastante variadas que não mostraram 

associação com os níveis de expressão gênica. Os casos 34T, 51T e 217 

também apresentaram diminuição de expressão do gene MTSS1. O único caso 

com metástases ao diagnóstico (38T), que apresentou diminuição de NME1, 

também mostrou expressão diminuída de ARID1A (QR=0,28) e discreta 

diminuição de MTSS1 (QR=0,59). Sendo assim, não foi possível estabelecer 

nestes casos uma relação da diminuição de expressão deste gene e as 

características clínicas, uma vez que outros genes, incluindo os analisados 

neste estudo, também devem desempenhar um papel importância na evolução 

da doença. 

A análise de associação entre os níveis do transcrito do NME1 e os 

parâmetros clínico-histopatológicos isolados ou agrupados em escores não 

revelou nenhum resultado significativo. Além disso, não foram observadas 

diferenças estatísticas entre os níveis normais e diminuídos de expressão 

gênica e recidiva bioquímica, tampouco com o tempo de sobrevida livre de 

doença. Borchers et al.(1996) avaliaram a expressão de NME1 por qRT-PCR 

em amostras de HNP e CaP, e verificaram a relação da expressão gênica com 

características clínicas. Eles encontraram níveis significativamente mais baixos 

de NME1 nas amostras de CaP em relação as amostras de HNP (P=0,028). 

Não foi encontrada diferença significativa de expressão gênica entre os 

diferentes graus de Gleason (3 -10) nem com relação a tratamento hormonal. 

Segundo os autores, os resultados sugerem que alteração da regulação de 

NME1 poderia ocorrer durante o desenvolvimento do carcinoma de próstata, 

mas que este não seria um marcador de metástases nestes carcinomas. 

Desta forma, os resultados de expressão do gene NME1 por qRT-PCR 

não validaram os achados de HR-CGH. No entanto, este resultado não 

descarta o envolvimento da região 17q21.3 como importante na carcinogênese 

da próstata, outros genes mapeados nesta região podem estar envolvidos e 

poderiam ser investigados como potenciais genes candidatos no CaP.  
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4.  S100A4 (S100 calcium binding protein A4) (Aliases: 18A2, 42A, CAPL, 
FSP1, MTS1, P9KA, PEL98) 
 

O gene S100A4 está mapeado em 1q21. A proteína codificada por esse 

gene constitui parte da família de proteínas de ligação ao cálcio S100 que 

compreende cerca de 20 membros com funções relacionadas a processos 

celulares, tais como divisão celular, motilidade, secreção, síntese protéica e 

permeabilidade da membrana (Schafer e Heizman, 1996; Heizman et al., 2002; 

Donato, 2003). No entanto, alguns membros da família, como S100A2, 

S100A4, S100A5, S100A6, S100A8, S100A9 e S100A11 desempenham papéis 

importantes no desenvolvimento e progressão tumoral (Hanqc et al., 2004; 

Rehman et al., 2004a; 2004b; 2005; Cross et al., 2005; Helfman et al., 2005). 

O gene S100A4 é reconhecido como um marcador de progressão 

tumoral, invasão, metástase e pior prognóstico em vários tipos de câncer, tais 

como mama, bexiga, colorretal, cólon, pâncreas, tireóide, pulmão, próstata e 

ovário (Davies et al., 1993; 2002; Takenaga et al., 1997; Rudland et al., 2000; 

Yonemura et al., 2000; Gongoll et al., 2002; Mazzucchelli, 2002; Grupta et al., 

2003; Cho et al, 2003; Jenkinson et al., 2004; Helfman et al., 2005 Mueller et al, 

2005; Rudland et al., 2006; Agerbaek et al., 2006; Hemandas et al., 2006; Stein 

et al. 2006; Chen et al, 2006; Saleen et al., 2006; Kikuchi et al., 2006; Ai et al., 

2008; Min et al., 2008).  

Davies et al. (1993) mostraram que a transfecção de linhagem celular 

epitelial benigna de camundongos com S100A4 induziu a um aumento da 

motilidade e alta incidência de metástases. Takenaga et al. (1997) mostraram 

que a diminuição da expressão do S100A4 por RNA antisense suprimiu a 

capacidade metastática de células de carcinoma pulmonar de rato Lewis 

altamente metastático. Em adição, a expressão aumentada da proteína 

S100A4 foi associada com metástase e diminuição da sobrevida em vários 

tipos de câncer, incluindo o de bexiga (Davies et al., 2002; Matsumoto et al., 

2007), mama (Rudland et al., 2000), colorretal (Gongoll et al., 2002; Hemandas 

et al., 2006), ovário (Kikuchi et al., 2006), estômago (Yonemura et al., 2000) e 

esôfago (Ninomiya et al., 2001).  

Recentemente, Ai et al. (2008) relataram expressão positiva de S100A4 

por imunohistoquímica em 61,3% de tumores pancreáticos (n=62). Além disso, 

os autores relataram que a expressão aumentada de S100A4 estava 
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significativamente correlacionada com o tamanho do tumor, estadiamento 

(TNM) e pior prognóstico, sugerindo que o aumento de expressão de S100A4 

poderia acentuar a motilidade celular e a invasividade tumoral. 

Em carcinomas de próstata, a expressão aumentada da proteína 

S100A4 e do seu mRNA foi observado em 28/37 (76%)  dos CaPs em 

comparação com 3/36 (8%) das HPB e prostatites. Além disso, foi observado 

um aumento progressivo da expressão com o aumento do grau do tumor. 

Neste trabalho também foram avaliadas linhagens celulares de CaP que 

também mostraram aumento da expressão protéica em todas as células de 

carcinoma, enquanto baixos níveis de expressão (constitutivos) foram 

observados em outras linhagens de células não-malignas (Grupta et al., 2003). 

O S100A4 exibe um amplo espectro de funções, tanto extracelulares 

quanto intracelulares, como um membro típico da família S100. A proteína 

intracelular S100A4 pode influenciar funções celulares vitais, tais como 

motilidade celular, invasão, divisão e morte celular (Grigorian et al., 2001). 

Apesar das evidências de que as proteínas S100 possuem funções 

extracelulares, seu mecanismo ainda não é totalmente conhecido. Embora haja 

relatos da relação entre a expressão do S100A4 e pior prognóstico, o 

mecanismo real de indução tumoral permanece ainda pouco estudado 

(Marenholz et al., 2004). S100A4 é secretada constitutivamente por fibroblastos 

em cultura, e a cultura simultânea de células tumorais e fibroblastos estimula a 

liberação da S100A4 por este tipo celular (Watanabe et al., 1992; Schmidt-

Hansen et al., 2004). Têm-se proposto que a S100A4 intracelular acelera a 

progressão tumoral pela estimulação da motilidade das células endoteliais, 

promovendo deste modo a angiogênese. A invasão pode não ser dependente 

da estimulação da proliferação celular, mas correlacionado com a modulação 

transcricional de genes envolvidos com degradação proteolítica da matriz 

extracelular (Schmidt-Hansen et al., 2004). Neste sentido, é sabido que 

S100A4 extracelular estimula a atividade da metaloproteinase 13 (MMP-13), 

que tem como função a degradação de componentes da matriz extracelular, e 

age como fator moderador pró-metastático de células tumorais (Schmidt-

Hansen et al., 2004). Estudos recentes em outros tumores, como carcinoma de 

mama e de cabeça e pescoço, mostraram que a proteína S100A4 é expressa 

em células dendríticas presentes no estroma do tecido (Ambrosio et al., 2007). 
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A análise de HR-CGH permitiu a identificação de ganhos em 1q21 em em 38% 

(3/8) dos CaP e em 55% (6/11) das metástases do grupo I, em 20% (1/5) dos 

CaP do grupo II e em 25% (2/8) dos CaP do grupo III. Por outro lado, perdas 

dessa região cromossômica foram detectadas em 50% (4/8) dos CaP e em 9% 

(1/11) das metástases do grupo I e em 50% (4/8) dos CaP do grupo III. Os 

resultados de CGH-array mostraram perdas do BAC que contém o gene 

S100A4 em 2/4 amostras de tumores primários do grupo II (bom prognóstico) e 

perda no tumor primário em 1/6 casos do grupo I.  

A análise dos transcritos de S100A4 mostrou que 51% dos tumores 

apresentaram níveis dentro dos limites normais de expressão, sendo que a 

porcentagem de casos com aumento (22%) e diminuição (27%) dos transcritos 

foi semelhante. O subgrupo de pacientes com níveis mais altos do gene 

apresentaram características de mau prognóstico. Em relação às comparações 

dos níveis de expressão de S100A4 e os parâmetros clínico-histopatológicos, 

foi observada associação significativa entre os níveis aumentados de 

expressão do S100A4 e presença de extensão extra prostática (P=0,008). 

Esses achados foram confirmados por outra análise, que mostrou a força de 

associação entre expressão aumentada do gene e presença de extensão extra-

prostática (P=0,020; OR=5,66, IC95%=1,171-27,37, teste de Fisher). Esses 

resultados sugerem que o aumento da expressão de S100A4 estaria 

relacionado à maior capacidade invasiva das células tumorais. Adicionalmente, 

a análise da expressão de S100A4 em relação aos escores clínico-

histopatológicos revelou que uma associação marginalmente significativa 

(P=0,048) entre a presença de pelo menos um fator de pior prognóstico (escore 

de 1 a 5) e níveis mais altos de S100A4. Assim, estes resultados validam os 

achados de CGH-array e estão de acordo com os dados da literatura. O 

conjunto dos resultados reforça a hipótese de que níveis diminuídos do gene 

decorrentes, por exemplo, da deleção de pelo menos um alelo, estariam 

relacionados às características de bom prognóstico. 

Diferentemente dos demais genes avaliados nesse estudo foi observada 

diferença marginalmente significativa (P=0,054) entre os níveis de S100A4 nos 

tumores em relação ao tecido adjacente, sendo que estes últimos 

apresentaram níveis mais altos. Quando os grupos de amostras de tecidos 

adjacentes e HNP foram agrupados e comparados às amostras tumorais, essa 
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diferença ficou ainda mais evidente (P= 0,021). A semelhança entre o padrão de 

expressão do tecido adjacente com o tecido tumoral para a maioria dos genes 

analisados constitui um achado interessante, sugerindo que o tecido adjacente 

poderia conter células do tumor não detectadas por análise morfológica. Por 

outro lado, a diferença de expressão entre tecido adjacente e o tecido tumoral 

detectada para o gene S100A4 poderia ser explicado pela maior freqüência de 

células estromais no tecido adjacente. De acordo com dados previamente 

publicados, células que expressam S100A4 foram detectadas no estroma de 

cânceres de mama (Rudland et al,. 2000; Nikitenko et al., 2000), carcinoma do 

cólon (Taylor et al., 2002), câncer colorretal (Hemandas et al., 2006, Cho et al., 

2005) e câncer prostático (Grupta et al., 2003). Outros estudos observaram a 

expressão de S100A4 em várias células que participam da formação do 

estroma tumoral, como macrófagos, linfócitos-T e neutrófilos (Grigorian et al,. 

1993; 1994; Takenaga et al., 1994). Modelos animais sugerem que a 

expressão de S100A4 e sua produção por células do estroma contribuem para 

a progressão tumoral e metástase (Grum-Schwensen et al., 2005). 

Recentemente, Cabezón et al. (2007) utilizaram anticorpos específicos em 

combinação com imunohistoquímica para identificar os tipos celulares que 

expressam S100A4 em biópsias de câncer mamário obtidas de pacientes de 

alto risco para metástase. Os autores demonstraram que a S100A4 é 

produzida por fibroblastos, macrófagos e linfócitos ativados e é lançado para o 

fluido intersticial tumoral, onde é encontrado em diversas formas 

correspondentes a variantes protéicas.  

Tem se tornado evidente que o microambiente contribui para 

tumorigênese em cânceres de origem epitelial, incluindo o de próstata (Cunha 

et al., 2002, 2003). Dezoito amostras de células do estroma de diferentes 

origens histológicas/patológicas de zona de transição normal, zona periférica, 

hiperplasia prostática benigna e cânceres de próstata foram avaliadas por 

cDNA microarrays (Zhao et al., 2007). Os autores observaram aumento do 

transcrito S100A4 e também da proteína em amostras de hiperplasia prostática 

benigna comparadas às células normais da zona de transição. Demonstrou-se 

que a proteína é expressa por fibroblastos, possivelmente derivada de células 

epiteliais por meio de transformação epitélio-mesênquima durante a fibrose 
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(Strutz et al., 1995; Iwano et al., 2002). Sua expressão também é induzida por 

citocinas classicamente associadas com fibrose (Okada et al., 1997).  

A grande maioria dos estudos em literatura não realizou procedimentos 

de microdissecção das células tumorais na análise de expressão do gene 

S100A4. Considerando que a expressão do gene S100A4 ocorre em outras 

células incluindo as do estroma, e que todos os casos de CaP do presente 

estudo foram microdissecados, garantindo a presença predominante de células 

tumorais, essa poderia ser uma possível explicação para a diferença dos níveis 

gerais de expressão desse gene detectada entre CaP (níveis mais baixos) e 

tecido adjacente (níveis mais altos). 

Finalmente, é importante ressaltar que o clone representativo do gene 

S100A4 presente na plataforma de BACs HB68 (RP11-139D23) continha vários 

membros da família S100, além de outros genes. Uma análise de homologia de 

seqüências foi realizada utilizando a ferramenta BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) entre o clone e os genes relacionados. 

Foi verificada alta similaridade (~90%) entre alguns genes da família S100: 

S100A7, S100A6, S100A5, S100A3 e S100A2 e entre outros genes contidos no 

BAC e descritos na gene list (~80%): KIAA0460, TARSL1, ADAMTSL4. 

Portanto, os resultados de perda deste BAC nos tumores podem propiciar a 

avaliação de outros genes candidatos nos carcinomas de próstata, além do 

gene avaliado neste estudo. 

 

5. TOP2A (topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa) (Aliases: DNA 
topoisomerase II, 170 kD; DNA topoisomerase II, alpha isozyme) 
 

O gene TOP2A, mapeado em 17q21-q22, adjacente ao oncogene HER2, 

codifica a enzima topoisomerase II-�, que cataliza o relaxamento da super-

helicoidização das moléculas de DNA, essencial para a síntese de RNA e 

duplicação do DNA (Mondal e Parvin, 2001). Além disso, a TOP2A está 

envolvida em processos como condensação cromossômica, separação de 

cromátides e reparo do DNA (Zwelling, 1985).  

O aumento da expressão de TOP2A tem sido relatado em cerca de 20 a 

62% dos adenocarcinomas mamários (Cardoso et al., 2004; Rudolph et al., 

1995; Coon et al., 2002; Durbecq et al., 2004; Bhargava et al., 2005; Fritz et al., 

2005; Miyoshi et al., 2008) e a amplificação gênica descrita em 
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aproximadamente 12–24% dos cânceres de mama (Cardoso et al., 2004; Coon 

et al., 2002; Bhargava et al., 2005; Mueller,et al., 2004; Knoop et al., 2005). 

Além dos tumores mamários, cânceres de ovário (Chekerov et al., 2006; 

Walker et al. 2007) e de pulmão (Keith et al., 1992) também apresentaram 

expressão aumentada de TOP2A.   

Estudos avaliando a expressão protéica do TOP2A têm mostrado 

aumento da expressão dessa proteína (por imunohistoquímica) em cânceres 

de bexiga, mama, ovário e próstata (Simon et al., 2003; Bhargava et al., 2005; 

Chekerov et al.,2006; Hughes et al., 2006; Bai et al. 2007; Nielsen et al., 2008; 

Kosari et al., 2008; Rody et al., 2008; Arriola et al., 2008).  

Chekerov et al. (2006) avaliando a expressão do gene TOP2A em 

células tumorais e estromais microdissecadas a partir de tumores ovarianos 

primários (n=34) e recorrentes (n=28), por qRT-PCR, hibridação in situ 

utilizando sonda de RNA e imunohistoquímica, mostraram que esse gene 

apresenta padrão de expressão distinto para células tumorais e estromais 

adjacentes ao tumor ovariano. A expressão de TOP2A era muito mais 

abundante em células tumorais do que no estroma, em nível de RNA e 

proteína. Entretanto, um padrão específico de expressão foi encontrado nas 

amostras de tumores recorrentes após quimioterapia: a expressão de TOP2A 

era mais abundante (RNA e proteína) em células tumorais de pacientes não 

tratados do que nos pacientes tratados, e o padrão inverso foi encontrado em 

células estromais (expressão mais abundante em tumores recorrentes do que 

nos tumores primários). Os autores reportam que essas diferenças no padrão 

de expressão do TOP2A em células epiteliais e no estroma adjacente poderiam 

refletir os efeitos diversos da quimioterapia em duas subpopulações celulares e 

que as células estromais possivelmente desempenhariam algum papel na 

progressão tumoral ovariana e resistência à quimioterapia. 

Em câncer de próstata, Murphy et al. (2007), avaliaram 100 amostras de 

carcinoma prostático (41 localizados e 59 avançados) e 42 casos de 

hiperplasia prostática benigna, com uso de tissue microarrays, para os genes 

TOP2A e HER2, por avaliação imunohistoquímica e FISH (hibridação 

fluorescente in situ). Os autores observaram reatividade para o HER2 em oito 

tumores dos quais seis também expressaram TOP2A (75%) revelando uma 

associação estatisticamente significante (P=0,0009) entre o aumento de 
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expressão protéica de HER2 e de TOP2A. O aumento de expressão desses 

genes foi confirmado por FISH, que revelou amplificação em baixo número de 

cópias (1,5 a 2,19 cópias) nos cinco tumores para o gene TOP2A e em quatro 

para o HER2. Não foi detectado alto nível amplificação (número de cópias �3,0) 

para os genes avaliados. Os resultados mostraram ainda forte correlação entre 

a amplificação de TOP2A e resistência a andrógenos bem como uma 

associação entre amplificação do TOP2A e diminuição da sobrevida. 

Os resultados do estudo com HR-CGH mostraram ganhos no 

cromossomo 17q em 1/5 tumores do grupo II (paciente P29). A avaliação por 

CGH-array revelou que o BAC contendo o gene TOP2A estava envolvido em 

ganhos em 1/4 amostras de carcinoma de próstata de dois pacientes (grupo III, 

analisado na plataforma de 19k7.1 single-spotted microarrays), em 1/4 tumores 

do grupo II (paciente P29) e em 1/6 tumores primários e 1/6 metástases de 

pacientes do grupo I avaliados  na plataforma BACs HB68 (6k), confirmando os 

achados de HR-CGH. 

Na análise de expressão gênica o aumento de TOP2A foi detectado em 

84% das amostras de CaP avaliadas, sendo que 41% apresentou alto nível de 

expressão (QR>10). A análise de associação entre os níveis do transcrito do 

TOP2A e os parâmetros clínico-histopatológicos agrupados em escores não 

mostrou nenhuma associação estatisticamente significativa entre os níveis 

aumentados de transcritos e escores de pior prognóstico. Entretanto, nossos 

resultados mostraram que os níveis mais altos de TOP2A nos tumores 

primários estão associados aos maiores escores de Gleason, sugerindo que 

este gene pode estar envolvido com o caráter mais agressivo dos tumores de 

próstata. 

Altos níveis de expressão em comparação aos tecidos prostáticos 

normais foram observados em 61/73 (84%) amostras de CaP, em 4/¨6 (67%) 

amostras de HNP e em 13/19 (68%) amostras de tecido adjacente indicando 

ser este um evento precoce da carcinogênese prostática relacionado a 

proliferação celular anormal. Recentemente, Kosari et al .(2008) utilizaram 

análise de expressão por microarray em 100 amostras microdissecadas a laser 

incluindo o epitélio não neoplásico, CaP (escores de Gleason 3, 4 e 5) e 

metástases nodulares. Entre os genes relatados como associados com 

progressão sistêmica nos carcinomas de próstata estavam incluídos o TOP2A 
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e RRM2, os quais foram validados por qRT-PCR. Estes genes foram 

identificados como parte de um cluster de genes de proliferação por Tabach et 

al. (2005).  

Hughes et al. (2006) já haviam sugerido um aumento da expressão 

protéica de TOP2A associado com o aumento dos escores de Gleason e com 

insensibilidade a hormônios. Os autores avaliaram HNP e CaP com diferentes 

escores de Gleason (de 6 a 10) numa plataforma de tissue microarray. Eles 

encontraram marcações positivas da TOP2A inclusive nas HNP, mostrando 

que não houve diferença significativa entre HNP e CaP com escore de Gleason 

6(3+3). Por outro lado, mostraram que os CaPs com escores de Gleason mais 

altos (8, 9, 10) apresentavam aumento de expressão da TOP2A significativa 

em relação aos CaPs com escores de Gleason mais baixos (6 e 7). Dentre os 

CaP com maiores escores de Gleason os autores avaliaram os casos 

resistentes ao tratamento hormonal (n=15) contra os que não haviam recebido 

nenhum hormônio (n=34) e encontraram diferença significativa, sugerindo que 

expressão aumentada de TOP2A estaria relacionada à insensibilidade 

hormonal.  Os resultados de expressão gênica do presente estudo corroboram 

esses achados. Embora detectados níveis altos de expressão de TOP2A para 

as amostras de HNP, não houve diferença significativa entre elas e os CaPs 

com escore de Gleason 5 e 6 (P=0,150). Além disso, mostramos que quanto 

mais alto o escore de Gleason maior o nível de expressão de TOP2A 

(P=0,0006). Quanto ao tratamento hormonal, não foi possível avaliar a relação 

da expressão de TOP2A com este dado clínico, pois o número de casos que 

receberam tratamento hormonal em nossa casuística era muito pequeno – 

apenas 4 dos 75 CaP avaliados (casos 1T, 38T, 50T e 88). Esses casos 

apresentaram características clínicas variáveis, dentre elas escore de Gleason 

7(3+4), 7(4+3) e 9 (5+4), risco de recorrência de moderado a alto, e  QR para 

TOP2A variou de 6,04 a 49,01.    

A associação dos níveis mais altos dos transcritos de TOP2A com os 

maiores escores de Gleason mostrada neste estudo, sugere o envolvimento 

deste gene na progressão da tumorigenese prostática. Sendo assim, este 

poderia ser um marcador adicional para a detecção de tumores com caráter 

mais agressivo, e com isso, auxiliar na prática clínica e eventualmente no 

tratamento destes pacientes. Sendo assim, estudos por imunohistoquímica 
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avaliando a expressão da TOP2A já estão em andamento para a confirmação 

destes resultados, e uma vez confirmados, poderia ser empregado como 

marcador diagnóstico de tumores mais agressivos. Além disso, a investigação 

da expressão do oncogene HER-2 associada a expressão de TOP2A nas 

amostras de nossa população poderiam auxiliar no delineamento de tratamento 

específico para um subgrupo de pacientes.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A metodologia de HR-CGH é de grande utilidade para os estudos de 

citogenética molecular em tumores sólidos. As vantagens desta técnica 

incluem: não depender de preparações cromossômicas; ser aplicável a tecido 

fixado e incluído em parafina; avaliar o genoma como um todo, usando uma 

pequena quantidade de DNA; não depender do conhecimento prévio de 

regiões genômicas afetadas, mostrando-se, portanto, como uma ferramenta 

alternativa para a triagem dos desequilíbrios genômicos e identificação de 

novos marcadores nos diferentes tumores, incluindo os carcinomas de 

próstata. 

Nesse estudo, a aplicação da HR-CGH permitiu a identificação diversas 

regiões cromossômicas envolvidas em perdas e ganhos genômicos, refletindo 

a complexidade das alterações genéticas dos tumores de próstata. Além disso, 

esta análise permitiu detectar alterações cromossômicas em diferentes tipos de 

amostras de CaP, ou seja, com e sem evolução metastática, incluindo as 

próprias metástases. Assim foi possível detectar as semelhanças e as 

diferenças entre os perfis de alterações de cada grupo, com o intuito de 

identificar novas regiões cromossômicas que poderiam conter genes 

envolvidos com a carcinogênese prostática. Entretanto, devido à limitação 

dessa metodologia quanto à resolução das regiões cromossômicas envolvidas 

em perdas e ganhos, comparamos os resultados desse estudo com os 

resultados de CGH-array realizado pelo nosso grupo em um subgrupo das 

amostras avaliadas por HR-CGH. Assim, os resultados de CGH-array (não 

apresentados) auxiliaram na escolha dos genes mapeados nas regiões 

cromossômicas alteradas detectadas por HR-CGH, e que poderiam ser 

marcadores tumorais e de metástases para o câncer de próstata. Além disso, a 

seleção dos genes levou em consideração a função e o tipo de alteração 

encontrada nas amostras estudadas e dados em literatura relacionados ao 

câncer. Desta forma, os genes selecionados, ARID1A, MTSS1, NME1, S100A4 

e TOP2A, foram validados por qRT-PCR em outro grupo de amostras de CaP e 

em número maior. 

Três genes supressores tumorais localizados em regiões de perdas, 

ARID1A, MTSS1 e NME1, e dois oncogenes, S100A4 e TOP2A, foram 

selecionados com base nos resultados de HR-CGH e CGH-array. 
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Especificamente em relação a estes dois últimos genes, resultados conflitantes 

foram observados entre as duas metodologias. Os resultados da CGH-array 

mostraram perda do BAC que contém a seqüência do gene S100A4 em um 

subgrupo de amostras dos grupos I e II e ganho do BAC contendo a seqüência 

do TOP2A em um subgrupo de amostras dos três grupos estudados. Em 

desacordo com esses resultados, a HR-CGH revelou ganho da região 1q21.2 

(S100A4) em um subgrupo de amostras dos grupos I, II e III e perda em outro 

subgrupo de amostras dos grupos I e III, enquanto que para a região 17q12-21 

(TOP2A) foram detectadas perdas para a maioria das amostras dos três grupos 

e apenas a amostra P29 (grupo II) apresentou ganho. Esse conflito nos 

resultados revelados por essas metodologias também foi um dos motivos que 

levou a escolha desses genes para a validação, na tentativa de elucidar qual 

seria o comportamento destes genes num número maior de amostras. A 

análise dos transcritos de S100A4 mostrou que 51% dos tumores 

apresentaram níveis dentro dos limites normais de expressão, sendo que a 

porcentagem de casos com aumento (22%) e diminuição (27%) dos transcritos 

foi semelhante. O subgrupo de pacientes com níveis mais altos do gene 

apresentaram associação com características de pior prognóstico, bem como 

com tumores com invasão extra-prostática. Esses resultados sugerem que o 

aumento da expressão de S100A4 estaria relacionado à maior capacidade 

invasiva das células tumorais. O conjunto dos resultados reforça a hipótese de 

que níveis diminuídos do gene decorrentes, por exemplo, da deleção de pelo 

menos um alelo, estariam relacionados às características de bom prognóstico. 

Com relação ao gene TOP2A, a analise de expressão por qRT-PCR revelou o 

aumento de TOP2A em 84% das amostras de CaP avaliadas, sendo que 41% 

apresentou alto nível de expressão (QR>10). Nossos resultados mostraram 

que os níveis mais altos de TOP2A nos tumores primários estão associados 

aos maiores escores de Gleason, sugerindo que este gene pode estar 

envolvido com o caráter mais agressivo dos tumores de próstata. 

De acordo com os resultados apresentados nesse estudo podemos 

concluir que a HR-CGH se mostrou uma ferramenta útil na triagem das 

alterações genômicas do câncer de próstata e suas metástases. Estes 

resultados associados aos obtidos da análise de CGH-array tornou possível a 

seleção de genes candidatos como marcadores tumorais e de progressão da 
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doença, que revelaram resultados interessantes e até promissores. Nossos 

resultados sugerem que os genes ARID1A e TOP2A poderiam ser utilizados 

como ferramenta diagnóstica para detecção de tumores com caráter mais 

agressivo, e com isso, permitir uma conduta clínica mais adequada nestes 

casos. Para isso, os resultados de expressão de mRNA deverão ser 

confirmados pela análise da expressão da proteína por imunohistoquímica, o 

que pode ser futuramente aplicado facilmente como método diagnóstico. O 

aumento da casuística, principalmente de pacientes acompanhados por 

períodos mais longos, poderá contribuir para estabelecer o papel dos genes 

avaliados nesse estudo na progressão dos carcinomas de próstata. A presença 

de outros genes mapeados nas regiões cromossômicas estudadas 

(principalmente em 1q21.2 e 17q21.3) e em outras regiões levantadas como 

relevantes na análise de HR-CGH (como por exemplo 6p12) devem estar 

envolvidos e deverão ser investigados. Vale ainda considerar que, além de 

seqüências gênicas, essas regiões cromossômicas alteradas podem conter 

seqüências que codificam microRNAs (miRNAs), que poderiam ser importantes 

na regulação da expressão de genes relacionados com a carcinogênese. Tem 

sido descritos miRNAS com atividade oncogênica e outros com atividade 

supressora. A importância dessas moléculas na carcinogênese pode ser 

avaliada pelo crescente número de relatos na literatura associando os miRNAs, 

o desenvolvimento e progressão de diferentes tumores (para revisão Schickel 

et al, 2008). Estudos têm demonstrado que boa parte dos miRNAs conhecidos 

estão localizados em regiões cromossômicas instáveis associadas com o 

câncer (Calin et al., 2004) e que grande parte das regiões genômicas 

envolvidas em alterações do número de cópias de DNA contem genes que 

codificam miRNAs (Zhang et al., 2006b).   Assim, o presente estudo abre novas 

perspectivas para pesquisas futuras, que poderão auxiliar na compreensão dos 

eventos relacionados ao câncer de próstata. 
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Apêndice A: Resultado da análise comparativa com 70% de similaridade entre todas 
as amostras de cada grupo e entre todos os CaP dos três grupos de amostras.  

 

 Amostras Perdas comuns Ganhos comuns 

Grupo I  

 

CaP 

(P1, P3, P7, P9, 

P11, P12, P13, 

P14) 

1p32-33, 2q35, 4p15.3-16, 5q34-35, 6q24-25, 7p14-

15, 7q34-35, 8q22-24.3, 9p21, 9q32-34, 10q22, 

10q24-26, 11q22-25, 12q22-24.3, 13q12-13, 

14q31-32, 15q22-26, 16p12-13.2, 16q22-24, 

17q11.2-25, 18q22-23, 19p13.1-13.3, 19q13.1-

13.4, 20q13.1-13.3,  22q11.2-q13  

- 

Metástases  

(P1M, P2M, 

P5M, P8M, P9M, 

P11M, P12M, 

P13M, P14M1, 

P14M2) 

1p32-34.2, 7p14-15, 7q35, 8q24.2, 9q31-32, 9q34, 

10q24, 10q26, 11q23, 12q24.1-24.3, 14q32, 15q22-

24, 16p12-13.2, 16q22, 16q23-24, 17q12-22, 

17q24, 18q22-23, 19p13.2-13.3, 19q13.1-13.3,  

22q13 

2p11.2, 5p13-14, 5q12 

Grupo II  

 

CaP 

(78P1, P29, P30, 

P31, P32) 

1p31-34.1, 1p36.1, 2q36, 4p15.2-16, 8p12, 8q24.1-

24.3, 9q31, 9q34, 10p12, 10q22, 10q24-26, 11q14-

25, 12q23-24.3, 14q31-32, 15q15, 15q22-26, 

16p12-13.3, 16q12.1, 16q22-24, 18q12-21, 18q21-

23, 19p13.3, 19q13.3-13.4, 20p11.2-12, 20q13.1-

13.3, 21q22, 22q11.2-13    

2p11.2, 3p12, 3q13.1,  

4q12-13, 5q12, 6q12 

Grupo III  

 

CaP 

(15F2, 15F3, 

48F2, 48P3, 

70F1, 70F2, 

177F1,177F2) 

1p32-36.3, 1q22, 1q32-42, 2p12, 2p14-23, 2q14.1, 

2q14.3, 2q21, 2q34, 2q36-37, 3p14-24, 3q13.2-

26.2, 3q27-28, 5p13-15.3, 5q13-14, 5q21-34, 

6p21.2-22, 6q16-21, 6q24, 7p13-22, 7q11.2-32, 

7q34-36, 8p11.2-23, 8q11.2-24.3, 9p13-21, 9q21-

34, 10p12-13, 10q21-23, 10q25-26, 11p12, 11p15, 

11q13-14, 11q23-24, 12p12-13, 12q13-24.2, 13q14-

21, 14q23-24, 14q32, 15q14-15, 15q21-26, 

16p11.2-13.3, 16q12.1-24, 17p12-13, 17q12-22, 

17q25, 18q12-22, 19p13.2-13.3, 19q13.2-13.4, 

20p11.2, 20q11.2-13.1, 20q13.3, 21q21-22, 22q11.2 

e 22q13 

- 

Grupos I, 

II e III 
CaP 

1p32-33, 8q24.1-24.3, 9q34, 10q22, 10q25-26, 

11q23-24, 12q23-24.3, 14q32, 15q22-26, 16p12-

13.2, 16q22-24, 18q22, 19p13.3, 19q13.3-13.4, 

20q13.1, 20q13.3,  22q13. 

- 

Negrito: regiões mínimas comuns entre os tumores primários e metástases do grupo I. 
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Apêndice B: Alterações comuns entre as amostras de metástases e dos CaP 
agrupadas de acordo com a localização da metástase. Nas metástases ósseas e em 
testículo foram consideradas as perdas e ganhos presentes em pelo menos 3 das 4 
amostras; nas metástases em linfonodos quando presente nas 2 amostras.  

 

Metástases Perdas Ganhos 

Ósseas  

(P1M, P2M, P5M 

e P8M) 

1p31-34.1, 1p36.2-36.3, 1q32, 2p22, 2q37, 5q31, 7p13-14, 8p12, 

9q31-34, 10q26, 11q13, 11q23, 11q25, 12q23-24.3, 13q33-34, 

14q32, 15q22-24, 16p12-13.3, 16q21-24, 17q12-25, 18q22, 

19p13.1-13.3, 19q13.1-13.3, 20q13.2-13.3, 22q13 

1p12-13, 1q21-22, 2p11.2-13, 

2q22-23, 2q24, 2q32, 3q11.2-

12, 3q13.1, 4p12-14, 4q24-

25, 5p12-13, 5q14, 5q21, 

6p12, 6q12-16, 6q21-22, 

8q12-13, 8q21.2 

Testículos 

(P11M, P12M, 

P13M e P14M1) 

1p21, 1p32-34.2, 1p35-36.1, 1q32-44, 2q14.1-14.3, 2q21, 4p15.3-

16, 4q33-34, 5q34-35, 6p12-22, 6q24, 7p12-15, 7p21-22, 7q22-32, 

7q33-36, 8q24.1, 8q24.2-24.3, 9q21-22, 9q31-33, 9q34, 10q24-25, 

10q26, 11q13-14, 11q21-22, 11q22-24, 12p13, 12q22-24.3, 14q31-

32, 15q22-26, 16p12-13.3, 16q22-24, 17q11.2-23, 17q24-25, 

18q12-21, 18q22-23, 19p13.1-13.3, 19q13.2-13.4, 20p11.2-13, 

20q12-13.3, 22q13 

2p11.2, 5p13-14, 5q12 

Linfonodos 

(P3M e P9M) 

1p32, 2p21, 3p14-21, 4p15.2-15.3, 7p14-15, 8q23-24.1, 8q24.3, 

9q34, 10q21-22, 10q24, 11q23, 11q24-25, 12q13-14, 12q23-24.1,  

15q15-21, 15q22-24, 16q24, 17q21, 18q21-22, 19q13.3-13.4, 

22q13 

2p11.2-12, 5q12, 8q12 

CaP Perdas Ganhos 

que evoluíram 

para metástases 

em Testículo 

(P11, P12, P13 e 

P14) 

1p32-33, 1p35-36.1, 2q37, 4p16, 5q31, 5q34-35, 6p12-21.1, 6q15, 

7p14, 7p21, 7q34-35, 8q23-24.3, 9p13-21, 9q32, 9q34, 10q11.2, 

10q22, 10q23-26, 11q22-25, 12p11.2, 12q23-24.3, 13q12-13, 

15q21, 15q22-26, 16p11.2-13.2, 16q12.1, 16q22-24, 17q21-25, 

18q22-23,  19p13.1-13.3, 19q13.1-13.4, 20q13.1-13.3 e 22q11.2-

13. 

- 

que evoluíram 

para metástases 

em  

Linfonodos 

(P3 e P9) 

1p31, 1p32, 1q31, 1q32, 2p21-22, 2q35, 3p21, 3p24, 3q22-24, 

4p15.2-16, 4q21-22, 4q28, 5q31, 5q32, 5q34, 6q13-14, 6q16-21, 

6q22, 6q24-26, 7p12-14, 7q22, 8q22-24.3, 9p21, 9q22-32, 9q34, 

10q26, 11q22-24, 12q22-24.2, 13q21, 14q24-31, 15q15-21, 15q22-

26, 16p12-13.3, 17q12-24, 17q25, 18p11.2, 18q23, 19p13.1-13.3, 

19q13.1-13.3 e 22q11.2-13.  

- 

Negrito: regiões mínimas comuns entre determinado grupo de tumores primários e respectivo 

grupo de metástases dos mesmos pacientes. 
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