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Abstract 

 

The prostate gland is int imately re lated  with reproductive and u rinar y 

func tions,  commonly distu rbed by a series of d iseases.  Besides reducing 

the qualit y o f life,  the y consist  in ser ious life  r isk particular ly to the aging 

men. Dynamic interact ions between the epithe lium and stroma in the gland  

regu late var ious aspects of deve lopment ,  funct ion and pathologies.  The 

WFDC1  gene is expressed by smooth musc le ce lls  in the prostate stroma 

and its product ps20 was shown to  control ep ithelial cell behavior,  

extracellu lar  matr ix organizat ion and angiogenesis.  It  is supposed to 

func tion as a serine protease inhib itor,  as  other members of its family do. 

Two transcrip ts are produced as a result of a lternative splicing .  The firs t  

(WFDC1) retains a ll exons and the second (Delta 3) lacks the exon 3.  In 

this work,  we invest igated the quant itative re lat ionship among these two  

sp licing  variants,  using qRT-PCR (Taqman) probing the junct ions betwee n 

exons 2-3 and 2 -4 , in benign prostatic hyperp lasia (BPH) and p rostate 

cancer (PCA) samples from tissue banks.  The expression of the MYH11 

gene was used to  est imate  the content  of smooth muscle ce lls in the 

samples. The results demonstrate  that the samples  cou ld be divided in two  

groups with low or high expression of MYH11 ,  the f irs t corresponding to  

the lower quartile of expression values).  WFDC1 and MYH11  expression 

were correla ted in the BPH samples. Delta 3 expression was independent  

of both WFDC1 and  from WFDC1. The ra tio  between the variants WFDC1 

and Delta 3 varied exponent ially in five orders of magnitude.  The the rat io 

between the two var iants also var ied exponent ially,  with BPH and PCA 

samples arranged  in discrete and intercalated subgroups.  The distr ibu tion 

of populations  with d ifferent express ion leve ls preserved the rat ios 10:1,  

1:1 and 1 :3.  Either var iant was absent in only a few samples.  In 

conclusion,  the expression of WFDC1  and  it  WFDC1 variant correlates  

with bu t is  not cond it io ned  to the d ifferent iat ion of smooth musc le ce lls,  

while Delta 3 is complete ly independent and is posit ively correlated  with 

PCA grade (as assessed by the summed Gleason score).  Unknown facto rs  

independent of age,  BPH or PCA incidence are like ly influenc ing Delta 3 

expression.  
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Resumo 
 

A próstata é a lvo de afecções severas que comprometem a função urinária,  a 

qualidade de vida e que consistem em risco de vida aos ind ivíduos do  sexo 

mascu lino,  particularmente com o  avançar da idade.  Interações d inâmicas entre 

o  epitélio prostático e o estroma, regu lam vários aspectos do desenvo lvimento, 

da função e das patologias prostáticas.  O gene WFDC1  é expresso pelas células 

musculares lisas do estroma p rostático normal e tem função na regu lação  do 

comportamento do epité lio,  na o rganização da matriz extracelular e na regulação 

da angiogênese.  Dois transcritos principa is são oriundos de splicing  alternat ivo 

do transcr ito p rimário : um com todos os éxons (WFDC1) e outro sem o  éxon 3  

(Delta 3).  Neste trabalho, investigamos as relações quant itat ivas entre estas 

duas var iantes,  com emprego de qRT-PCR (Taqman) e sondas para as junções 

dos éxons 2-3 e 2-4,  em amostras de hiperplasia prostática benigna (BPH) e de 

câncer de próstata (PCA) provenientes de bancos de tecidos.  A expressão do 

gene marcador MYH11  fo i utilizada como estimat iva do conteúdo de células 

musculares lisas nas amostras.  O s resultados demonstraram que as amostras 

puderam ser d ividas em do is grupos com expressão diferenc ial da MYH11(um 

com baixa expressão e outro com alta miosina,  sendo  o primeiro correspondente 

ao quartil infer ior da distr ibuição dos valores de expressão).  Foi demonstrada 

correlação entre a expressão de WFDC1 e MYH11  em BPH, mas não em PCA, 

enquanto não houve correlação entre Delta 3  e WFDC1 e nem com MYH11 .  O 

conteúdo de Delta 3  variou em cinco ordens de magnitude em comparação ao de 

WFDC1. A razão  entre as duas var ian tes apresentou  variação  exponencial,  

d istr ibuições discretas e interca ladas das amostras de BPH e de PCA, que se 

d istr ibuíram em populações que preservaram as relações 10 :1; 1:1 e 1:3 .  Poucas 

amostras estiveram livres de cada uma destas variantes.  Em conclusão, a 

expressão do gene WFDC1  e de sua variante WFDC1 correlac iona-se com a 

d iferenc iação das cé lulas musculares lisas,  mas não  está condicionada a ela,  

enquanto a expressão de Delta 3 é completamente independente  deste parâmetro 

e tem correlação  posit iva com o  progressão do PCA, quando o sistema de 

classif icação de Gleason (Gleason 1 + Gleason 2 ) foi co nsiderado. 

Adic ionalmente,  fatores independentes da idade,  inc idência de BPH ou PCA, são 
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mais influentes na determinação da quant idade total e da p roporção entre as 

duas variantes.  

 

Palavras-chave: Próstata,  Hiperp lasia  prostática benigna,  Neoplasias da 

p róstata,  processamento alternat ivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xi 
 

Sumário 

Abstract  ........................................................................................................................................ vii 

Resumo  ........................................................................................................................................... ix 

Dedicatória ..................................................................................................................................... xiii 

Agradecimentos  .......................................................................................................................... xv 

Lista de Figuras  ....................................................................................................................... xvii 

Lista de tabelas  ......................................................................................................................... xix 

Lista de abreviaturas  .............................................................................................................. xxi 

1.  INTRODUÇÃO  ...................................................................................................................... 23 

1.1 As células musculares l isas (CML) pros táticas  .................................................... 25 

1.2 A Hiperplasia  Prostá tica Benigna (BPH)  ............................................................... 28 

1.2.1 Papel dos andrógenos prostáticos diidrotestosterona e testosterona ........ 31 

1.2.2 A terapia medicamentosa  ....................................................................................... 32 

1.3 O câncer de próstata (PCA)  ........................................................................................ 33 

1.4 A família WAP  ................................................................................................................ 37 

1.5 Inflamação,  BPH e expressão do gene WFDC1  .................................................... 40 

1.6 Splicing,  splicing alternativo e fatores de splicing ............................................. 41 

2.  JUSTIFICATIVA  .................................................................................................................. 43 

3.  OBJETIVOS  ........................................................................................................................... 45 

4.  MATERIAIS E MÉTODOS  ............................................................................................... 46 

4.1 Amostras ............................................................................................................................ 46 

4.1.1 Processamento das amostras; extração de RNA e transcrição reversa  .... 46 

4.1.2 Protocolo de extração de RNA  ............................................................................. 47 

4.1.3 Protocolo de purificação  ....................................................................................... 47 

4.1.4 Síntese de cDNA  ....................................................................................................... 48 

4.1.5 Sondas de qPCR  ....................................................................................................... 48 

4.1.6 Reação de qPCR  ....................................................................................................... 50 

4.1.7 Quantificação da MYH11  ...................................................................................... 50 



 

xii 
 

4.1.8 Análise das expressões por qRT-PCR  ................................................................ 50 

4.2 Análises  exploratórias e es tatís ticas  ........................................................................ 51 

4.3 Aspectos éti cos  ................................................................................................................ 51 

5.  RESULTADOS  ....................................................................................................................... 53 

5.1.  Características das amostras uti l izadas  ................................................................ 53 

5.2 Resultados de qRT-PCR  ............................................................................................... 54 

5.3 Correla ções entre os valores de expressão de MYH11, WFDC1 e Delta3  ... 58 

6.  DISCUSSÃO  ........................................................................................................................... 71 

7.  CONCLUSÕES  ...................................................................................................................... 77 

ANEXO 1  ...................................................................................................................................... 85 

ANEXO 2  ...................................................................................................................................... 87 

ANEXO 3  ...................................................................................................................................... 88 

ANEXO 4  ...................................................................................................................................... 89 

ANEXO 5  ...................................................................................................................................... 90 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xiii 
 

Dedicatória 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D ed i co  est a  t ese a os m eu s qu er i d os pa i s,  

A d a u t o  Fi l h o  e  M a r i a  d a s Gr a ça s,  

r espo n sá vei s pe l a  m i n h a  ex i st ên ci a  em  t o d o s 

o s a spect o s; à  m i n h a  a m a d a  espo sa ,  

Em a n u el l e  M a l vi m  Al m ei d a ,  pe l o  a po i o  e 

a m o r  i r r est r i t o s;  a o s m eu s f i l h o s,  H e i t o r  

M a l vi m  Al m ei d a  e  Ga br i el l a  M a l vi m  Al m ei d a ,  

pe l a  m o t i va çã o  em  vi ver .  Po r  vo cês,  a co r d o  

sem pr e co m  vo n t a d e d e ven cer .  



 

xiv 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xv 
 

Agradecimentos 

 

 

 À Profa.  Dra.  Iscia T L Cendes ,  do Departamento de Genét ica Médica,  

da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp, pelo  auxílio  na delineação dos 

experimentos e por sugerir  a análise da expressão da forma Delta 3.  

 

 À Profa.  Dra.  Kátia  R. M. Leite ,  Prof.  Dr.  Miguel Srougi  e Prof.  Dr.  

Alberto Azoubel Antunes ,  da Faculdade de Medicina,  da Univers idade de 

São Paulo,  pelo fornecimento de amostras de tec ido humano e dos dados 

clínicos a e las relac ionados.  

 

 Ao Prof.  Dr.  Hernandes Faustino de Carvalho , orientador,  po r todo o 

acompanhamento  e disponib ilidade,  tanto nos ensin amentos e discussões,  

quanto  pelos diversos recursos e investimentos feitos,  a f im de que o trabalho  

fosse concluído. 

 

 À Dra.  Ana Carolina  Deckmann ,  pelo auxí lio no delineamento  

experimenta l,  processamento  de amostras e realização das quant if icações  

u tilizando qRT-PCR. 

 

 Ao Biólogo Guilherme Oliveira Barbosa ,  pelas inúmeras discussões  

dos aspectos quant itat ivos e sugestões de abordagens estatí sticas.  

 

 Àos pós-doutorandos Danilo  Damas, Silvia Pimentel e Taíze Augusto  

pelas técnicas  ap rend idas e por todo  o empenho  dispensado na construção 

dessa tese.  

 



 

xvi 
 

 Aos demais a lunos do laboraório do Prof.  Hernandes,  Rafaela  Ribeiro,  

Danilo Ferrucci,  Juliete Francisco e  Umar Nishan  pelas d iversas discu ssões  

e por toda a amizade dispensada ao  longo desses quatro anos.  

 À Bio loga Sabrina Reis,  pela organização das amostras e dados 

clínicos,  ass im como pela remessa do materia l.  

 

 Ao Prof.  Dr.  Carlos Lenz César ,  pelo auxílio na construção da MST. 

 

 Ao prof.  Dr. Paulo Roberto  Eleutério de Souza , da Univers idade 

Federal Rural de Pernambuco  (UFRPE), pela d isponibilidade e generosidade 

d ispensadas na fase inic ial do p ro jeto de doutorado.  

 

 À Profa.  Dra.  Laurecir Gomes e Profa.  Dra.  Maria Tereza Carpaxo 

Muniz ,  responsáveis pelo Programa Dinter (Dou torado  Interinst itucional entre 

UNICAMP e UPE),  à Profa.  Dra.  Luciana Lourenço Bolsoni ,  coordenadora do 

Programa de Pós-Graduação em Biologia  Celular  e Estrutural,  aos docentes do 

p rograma e a Sra.  Liliam Alves Senne-Panagio ,  minha querida amiga,  pelos 

esforços para implantação e o ferecimento  de disciplinas,  suporte constante  e 

outros ensinamentos.  

 

 A todos os amigos fe itos na UNICAMP e professo res que acompanharam 

indiretamente todas as etapas vividas na construção da tese.  

 

 Aos meus pais,  Adauto Filho e Maria das Graças,  minha esposa amada, 

Emanuelle Malvim, meus filhos queridos,  Heitor Malvim Almeida  e Gabriella 

Malvim Almeida ,  pelo empenho de sempre,  companheir ismo, credib ilidade e 

motivação . Por eles,  acordarei sempre com desejo de vitória.  

 

 



 

xvii 
 

Lista de Figuras 

 

Figura 1.  Esquema ilustrat ivo das zonas prostáticas  

Figura 2.  Marcadores fenotíp icos da d iferenc iação ce lular  

Figura 3.  Desenho esquemático dos fenótipos das CML encontrados na        

       p róstata humana 

Figura 4.  Prevalência idade-especí fica da BPH e do PCA em próstatas  

       humanas necropsiadas 

Figura 5.  Aspectos da organização glandular correspondentes aos d iferentes 

       graus de Gleason 

Figura 6.  Localização e motif  do  gene WFDC1  

Figura 7.  Esquema ilustrat ivo das variantes de splic ing do  gene WFDC1  

Figura 8.  Esquema demonstrando  a remoção dos introns no  splic ing e a     

      possibilidade de sp licing a lternativo  

Figura 9.  Ensaio das sondas para a reação  da qRT-PCR   

Figura 10 . Distribuição das idades dos doadores no  momento  da ciru rgia   

Figura 11 . Variação no conteúdo relat ivo (ca lculada como fo ld-change - 2 -

           ∆∆ Ct)  de Delta 3,  u tilizando-se como referência a variante WFDC1 

Figura 12 . Variação no conteúdo relat ivo (ca lculada como fo ld -change) de 

        WFDC1 (A) e de Delta 3  (B),  utilizando como referência o  MYH11 

Figura 13 .  Distr ibuição dos va lores de fold-change ob tidos para MYH11 (A),  

         WFDC1 (B) e Delta 3 (C) (10 classes distr ibuídas entre o menor e 

        o  maio r valor)  

Figura 14 . Distribuição dos logaritmos dos fo ld -change de WFDC1 e Delta 3 

        contra os valores de MYH11 (eixos do gráfico ) 



 

xviii 
 

Figura 15 .  Distr ibuição dos logar itmos dos valo res de fold -change de WDFC1 

         (A) e de Delta 3 (B),  em relação à distr ibuição dos va lores obtidos 

         para MYH11 

Figura 16 . MST obtida a partir  das d istâncias calcu ladas entre cada amostra  a 

         partir da co rrelação ca lculada com base na expressão de MYH11, 

        WFDC1 e Delta 3  

Figura 17 . Clusterização dos resultados de qRT-PCR para MYH11, WFDC1 e 

         Delta 3,  utilizando-se o  software MeV   

Figura 18 . Análise estatística dos valores  de expressão de MYH11, WFDC1 e    

         Delta 3,  nas amostras de PCA e de BPH clusterizadas de acordo 

         com a Figura  17  

Figura 19 . Curvas de regressão obtidas para os va lores de fold -change de     

         WFDC1, Delta 3 e MYH11  (A) e var iações dos dados reais ao    

         redor delas para todas as amostras (B-D) 

Figura 20 . Variação dos va lores de fold-change ob tidos para WFDC1 (A), 

         Delta 3 (B) e MYH11 (C), considerando as amostras de BPH    

         (azuis) e de PCA (vermelhas)  

Figura 21 . Oscilação  nos valo res de fold-change obtidos para as variante    

         Delta 3 ( tendo  como referência o a expressão de WFDC1) em    

         amostras de BPH (azu is)  e PCA (vermelhas)  

Figura 22 . Distribuição de p robab ilidades cumulat ivas para o s valo res de     

        fold -change obtidos para Delta 3,  utilizando  a expressão do      

        WFDC1 como referencia  

Figura 23 . Distribuição de p robab ilidade cumulativa utilizando 1 -F(x) 

 

 

 

 



 

xix 
 

Lista de tabelas 

 

Tabela 1. Cálculos de fo ld change   

Tabela 2.  Correlação entre os va lores dos logar itmos de fold-change  obtidos 

         para o gene MYH11  e as  var iantes  de WFDC1  (WFDC1 e Delta 3) 

         para todo o conjunto de amostras e para as amostras de PCA e    

        BPH. 

Tabela 3 .  Valores das correlações obtidas entre a expressão de WFDC1, Delta 

        3  e de MYH11  com a idade (em amostras de PCA e de BPH) e com 

       o s va lores de PSA pré-operató rio,  estadiamento de Gleaso n e      

       volume prostático  (para as amostras de PCA).  



 

xx 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xxi 
 

Lista de abreviaturas 

 

AR   Do inglês,  “Androgen receptor”,  recep to r de andrógenos 

BPH   Do inglês,  “Benign  Prostate Hyperplasia”,  Hiperplasia Prostática 
  Benigna  

CK  Citoqueratina  

CML   Cé lu la muscu lar lisa ( inclui o  plural)  

Delta3  Variante de sp licing  que não possui o éxon 3  do gene WFDC1  

DHT   Do inglês,  “Dihydrotestosterone”,  diidrotestosterona 

FGF10  Do inglês,  “Fibroblast growth factor 10”,  Fator de cresc imento  
  de fibroblastos 10 

LUTS   Do inglês,  Lower urinary tract symptoms ,  Sintomas do trato  
  u rinário inferior  

MST   Do inglês,  “Minimum spanning  tree”,  Árvore de expansão mínima 

MYH11  Gene da cadeia pesada da miosina especí fica de músculo  liso  

PCA   Do inglês,  “Prostate Cancer”,  câncer de próstata  

PSA   Do inglês,  “Prostate specific antigen”,  Antígeno prostático  
  especí fico 

qRT-PCR  Do inglês,  quantitative reverse transcriptase polymerase  

  chain reaction ,  Reação em cadeia da polimerase da transcr ição 
  reversa semi-quant itat iva  

SM-MHC  Do inglês,  “Smooth  muscle myosin heavy cha in”, Cadeia pesada 
  da miosina de músculo liso  

TGFβ   Do inglês,  “Transforming growth factor beta ”,  Fato r de  
  crescimento transformante,  tipo beta 

UGM   Do inglês,”Urogen ital sinus mesenchyme”,  Mesênqu ima do seio  
  u rogenita l  

WFDC1  Variante de sp licing  que preserva os 7 éxons do gene WFDC1 

WFDC1  Do inglês, “WAP four disulfide core domain  1 gene”,  gene da  
  família WAP (expressam proteínas ácidas do  soro que ap resentam 
  um domínio com quatro pontes dissulfeto ) 

 

 



 

xxii 
 

 



 

23 
 

1 . INTRODUÇÃO 
 

A próstata é uma glândula acessória do aparelho reprodutor mascu lino,  

cuja principa l função é secretar  componentes const itu intes do sêmen,  

p roporcionando um ambiente adequado à sobrevivência dos espermatozóides  

no trato genital feminino, fornecendo elementos que estimulam sua 

mobilidade ao lado de moléculas com propriedades ant i- inflamatórias e 

imunomoduladoras.  A próstata também faz parte do sistema imune de 

mucosas,  com função preponderante baseada na secreção de imunoglobulinas  

secretórias (IgA e IgG).  (Schauer and Rowley, 2011) 

O epité lio  secreto r p rostát ico possui um arranjo  de ác inos  inser ido no 

estroma fibromuscular composto  por diversos t ipos ce lulares,  r ep resentado 

p rimariamente por célu las musculares lisas.  Enquanto o conhecimento  sobre a 

importância da próstata na função  reprodu tiva a inda carece de 

aprofundamento,  o interesse no órgão  decorre princ ipalmente em função das  

doenças relac ionadas ao  órgão, com nítido viés na direção dos aspectos  

relacionados a infecções,  inflamações e neoplasias benignas e malignas  

(Farnsworth,  1999; Schauer and Rowley, 2011). 

Dentre os aspectos estruturais da próstata normal,  destacam-se três  

populações fenotipicamente distintas de célu las ep iteliais : 1)  as célu las  

epitelia is luminais secretoras que expressam o antígeno  prostático específico 

(PSA), o  recep to r de andrógeno (AR) e as citoquerat inas  (CKs) 8  e 18,  além 

do marcador CD57; 2) as célu las basais,  que expressam c itoqueratinas de alta 

massa molecular (CK14) e o marcador CD44 e 3 ) as cé lulas neuroendócrinas  

responsáveis pela secreção de serotonina,  componentes das cro mograninas,  

calc ito nina,  peptídeos semelhantes à go nado tropina  coriônica e ao hormônio  

est imulante da tireó ide,  peptídeos liberadores de bombesina/gastr ina,  

somatostat ina e a proteína re lac ionada ao  hormônio  da paratireó ide.  Além do 

epitélio ,  a p róstata apresenta um rico estroma subjacente.  Verifica- se a 

p resença  de dois t ipos ce lu lares  predominantes no estroma p rostático : as  

células musculares lisas (CML), responsáveis pela ação contrát il e pela 

interconversão do  hormônio masculinizante testosterona em di idrotestosterona 

(DHT); e os fib roblastos.  Ambos os tipos celulares estão  envolvidos com a 

p rodução/manutenção da matriz extrace lu lar  prostática (Alonso -Magdalena et  
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al. ,  2009; Schauer and  Rowle y, 2011) . Tem sido sugerido  que as células  

estromais influenc iam o cresc imento epite lia l prostático não somente durante 

o  desenvolvimento,  mas também nas neoplasias,  diferindo em diferentes  

estágios da progressão  e no estabe lec imento  tumoral.  Além disso,  parte da 

neovascularização do câncer,  po r exemplo,  envolve reações do estroma 

p rostático.  As células muscu lares lisas produzem o  fato r de crescimento de 

f ibroblastos 10 (FGF10) ,  dentre ou tros,  que medeia interações au tócrinas e 

parácrinas da glându la (Taboga et a l. ,  2008; Thomson et al. ,  2008) 

A estru tura normal de uma próstata adulta é composta por um ep itélio  

glandu lar e por um compartimento fibromuscular estroma l.  Ambos renovam-

se lentamente med iante níveis balanceados de proliferação celular e de morte.  

McNeal (1981)  desenvo lveu  o conceito da zona anatômica da próstata que 

compreende a base atual de descr ição do processo neoplásico  do órgão, 

descrevendo  que sua porção glandular é composta por uma larga zona 

periférica (cortical)  envolvendo uma porção  menor centra l .  Estas duas regiões  

compõem aproximadamente 95% da p róstata.  O res tante da glându la 

p rostática é formada por uma região  de transição e pelas glândulas  

periuretrais.  A perifer ia e a zona de transição são  dist intas pelas suas relações  

anatômicas e pela  composição dos elementos do estroma, embora ambas 

apresentem uma estrutura acinar secretora similar estabe lec ida pela origem 

comum a partir do se io urogenital.  As glându las derivadas  da zona centra l são 

morfologicamente dist intas,  possivelmente devido à sua origem embrionária 

no ducto  de Wolff.  Entre 60 e 70% dos cânceres prostáticos ocorrem na zona 

periférica e de 10  a 20%, na zona de transição.  Apenas de 5 a 10% dos 

tumores maligno s o riginam-se da zona central.  As hiperp lasias prostáticas  

benignas desenvo lvem-se principa lmente a partir  do estroma periuretral e das  

glându las da zona de transição (Farnsworth,  1999 ; Macoska,  2011; Monto rsi 

and Mercadante,  2013; Schauer and  Rowley, 2011 ; Schulz et al. ,  2003; 

Thomson et al. ,  2008). 
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Figura  1.  Esquema ilustrativo  das zonas prostáticas.  As regiões  

anatômicas da p róstata ind icadas pelas cores reve lam as áreas mais  

acometidas pelo PCA (zona perifér ica)  e pela BPH (zona de transição).  

(Schauer and  Rowley, 2011).  

 

1 .1 As células musculares lisas (CML) prostá ticas 

 

As células muscu lares lisas (CML) da próstata são os principais  

componentes celu lares  do estroma prostático e,  além de ocuparem um grand e 

volume e serem responsáveis pela contração da glândula durante a e jacu lação, 

desempenham funções importantes,  criando um ambiente propício para a 

manu tenção do  epitélio,  tanto em situações normais como patológicas.  Já fo i 

suger ido que as CML  participem do desenvolvimento prostático pela 

regu lação da interação do mesênqu ima com o epitélio  durante o processo  de 

crescimento do  órgão  (Thomson et al. ,  2008; Thomson et al. ,  2002). 

As CML representam 22% do volume total da próstata humana (Shap iro  

et al. ,  1992),  predominando ao redor dos ductos,  onde se encontram em íntimo  

contato com a lâmina basal das cé lulas epite liais.   A porção ventra l do 

mesênquima do  seio urogenital (UGM) é  uma área condensad a,  separada do  

epitélio u retral por uma camada de CML diferenciadas  (Thomson et  al. ,  

2002).  Esta camada de CML é menos desenvo lvida em machos,  permit indo 

que os b ro tamentos prostáticos passem através da camada descontínua de 
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CML para entrar  no UGM, onde ocorrem os subsequentes crescimento  e 

ramificação ductal (Thomson et  a l. ,  2002).  Nas fêmeas,  a camada de CML é 

contínua,  o UGM  fica iso lado da uretra, o que torna raro o aparecimento  de 

b ro tamentos epite liais p rostáticos.  Sendo assim, as CML podem agir  como um 

regu lador da elongação ductal p rostática e da ramificação do ep ité lio .  

Andrógenos inibem parc ialmente o desenvo lvimento da camada muscular lisa 

periuretral,  modulam a diferenciação e induzem ao dimorfismo sexual desta 

camada muscu lar lisa  (Thomson et al. ,  2002).  

As CML expressam algu ns genes importantes na manutenção da 

morfofis io logia prostática.  Dentre eles,  o gene WFDC1 ,  que expressa uma 

p ro teína estromal denominada ps20, que participa do  contro le da p ro liferação 

das células p rostáticas e na angiogênese,  com possível papel na et iopatogenia 

da BPH e do câncer  prostático (Ruijter  et al. ,  1999; Schulz  et  al. ,  2003; 

Watson et al. ,  2004).  Outro aspecto importante está relac ionado aos d iferentes  

fenót ipos que as células musculares lisas apresentam e que parecem definir  

aspectos patofisiológicos das  doenças prostát icas.  Algu ns marcadores 

moleculares,  como a alfa-act ina de células muscu lares  (αSMA) e a viment ina 

confirmam a diferenc iação observada no  estroma prostático (Figura 2).  Essa 

observação confirma que a diferenciação das CML pode resultar  na perda do 

controle estromal sobre sua interação com o ep itélio prostático,  tendo como 

consequência a carc inogênese (Ressler  and Rowley, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Marcadores fenotípicos da diferenciação celular .  Miofibroblastos  

e fib roblastos são proliferat ivos,  enquanto as CML são  quiescentes.  Dentre os  

p rincipais marcadores das CML, encontram-se a calponina e a miosina de 

cadeia pesada (MHC) (Tuxhorn et a l. ,  2001).  
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Os fenót ipos das cé lulas muscu lares lisas  fo ram detalhados por Taboga 

et a l.  (2008) (Figura 2 ),  a partir  da análise u ltraestrutural destas célu las em 

amostras de carcinoma p rostát ico.  As CML são fusiformes com presença de 

núcleo alongado e centra l e cromatina condensada associada à porção mais  

interna do envelope nuclear.  O fenótipo atrófico é caracterizado pela 

d iminu ição da re lação núcleo -citoplasma (RNP),  ind icando perda de 

componentes de contração. O núcleo celular é compacto e o espaço 

perinuclear é mais largo nas áreas de ret ração  nuclear.  A membrana basal é 

geralmente mais f ina do que em células normais.  O fenót ipo  ativado 

corresponde às  cé lulas com um crescente aumento das organelas envo lvidas  

em síntese protéica e/ou revelam extensiva invaginação da superfíc ie ce lular ,  

possui resíduos de placas densas e  desorganização  do citoesqueleto  nas áreas  

periféricas.  A associação com os componentes f ibrilares da matriz 

extracelu lar sugere desempenhar um papel at ivo na reorganização do estroma. 

O fenó tipo degenerado mostra um núcleo  condensado e co lapsado com espaço 

perinuclear expand ido e grande redução do citoplasma. A membrana basal é 

quase completamente perdida,  além de  apresentar  pouquíssimas organelas  

celulares (Taboga et al. ,  2008). 

 As CML devem originar esses fenót ipos diretamente.  Entretanto,  uma 

transição da fo rma at ivada para a atró fica e,  a partir  daí,  para um estado 

degenerado é também possível.  Células  desdiferenciadas não poderiam ser  

d ist intas de fibrob lastos em níve l ultraestrutural, no entanto ,  esse fenó tipo 

deve exist ir (Taboga et al. ,  2008). 
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Figura 3 .  Desenho esquemático dos fenótipos das CML en contrados na 

prósta ta  humana .  As setas indicam as possíveis direções das mudanças  

fenotípicas, enquanto as  setas tracejadas ind icam conversões ind iretas  

(Reproduzido de Taboga et a l. ,  2008). 

 

A morfo fis io logia das CML é regu lada pela ação hormonal,  uma das  

explicações para a  var iação fenotípica observada.  Hong et al.  (2004) 

concluíram que o estrógeno  est imula o crescimento das células estromais da 

p róstata e aumenta o número de marcadores expressos pelas CML. Além 

d isso,  os autores também suger iram que a d iferenc iação das CML se daria em 

resposta a mediadores importantes do cresc imento ce lular ,  como o TGFβ. 

Diante  disso,  quimicamente pode-se perceber que existem vár ios marcadores 

que participam da var iação  feno típ ica das CML e que esse comportamento  

celular  deve explicar diversos aspectos relacionados à patogênese da 

hiperplasia e do câncer (Hong e t a l. ,  2004; Peehl and  Sellers,  1997). 

 

1 .2 A Hiperp lasia Prostática  Benigna (BPH)  

 

 

A BPH representa uma das doenças prostáticas mais freqüentes em 

homens,  acentuando-se de forma marcante com a idade.  Os sintomas 

irr itat ivos inicia is do  trato urinário inferio r (LUTS) fortemente relac ionados à 

gênese da hiperp lasia prostática,  possive lmente estejam associados ao 

alargamento benigno da próstata e  sua conseq üente obstrução, resultando em 

alterações significat ivas das at ividades cotidianas re lat ivas ao ato  de urinar,  

bem como modificando funções associadas à espermatogênese e outras  

funções prostát icas ligadas à ejaculação (Fibbi et al. ,  2010; Sausville and  

Naslund , 2010; Wu et al. ,  2012) . Clinicamente,  a hiperplasia é reportada em 

8% dos homens com idade entre 40  e 50 anos,  avançando para 90% dos 

homens com idades entre 60 e 80 anos (Alhasan et a l. ,  2008).  Montorsi e 

Mercadante (2013) relatam a importância da LUTS no d iagnóst ico da 

hiperplasia. Fo i est imado, que a incidência de LUTS de moderada a severa é 

de 30 a 40% em homens acima dos 50 anos de idade,  além do que tem se 
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confirmado que a inc idência e preva lênc ia de LUTS aumenta linearmente com 

a idade.  Diante disso,  LUTS estão associados não somente com a redução da 

ass istência médica relacionada à qualidade de vida em homens na terce ira 

idade,  mas também com o aumento dos custos de ass istênc ia de prevenção das  

doenças prostáticas necessários para serem evitadas maiores complicações  

(Djavan et a l. ,  2005 ; 2010; Kapoor, 2012; Sausville and  Naslund, 2010);  

A BPH é uma doença que se define pelo aumento irregular do número 

de célu las e pela mudança  arqu itetural que esse aumento provoca.  Muitos 

registros da literatu ra afirmam que a hiperplasia é uma doença de caráter  

inflamató rio ,  mesmo que sua et iopatogenia ainda se  mantenha  obscura  

(Schauer and Rowley, 2011).  Histologicamente,  a BPH é caracter izada por 

uma progressiva hiperplasia das células secreto ras (ep iteliais) e /ou estromais  

que circundam a uretra,  com excessivo crescimento  nodular localizado nos 

pontos onde os ductos ejaculatór ios se inserem na região de transição  

p rostática ou zona periuretral.  Em relação às células,  as a lterações incluem 

mudanças nas  célu las basais,  aumento de massa estromal (em part icular,  o  

aumento das célu las musculares lisas) ,  depósito de elementos de matriz 

(remodelação das fib ras de colágeno , por exemplo),  perda da elastic idade 

tecidual,  aumento de infiltrado  mononuclear ao redor dos ductos secret ores,  

hipertrofia de ácinos e aumento  de corpos amiláceos (degeneração hialínica) e 

calc if icações nas  regiões luminais (Untergasser et al. ,  2005).  Tuxhorn et al.  

relataram a importânc ia de se estudar o estroma reativo (Tuxhorn et  al. ,  2001; 

2002),  caracter izado pelas modificação  no estado de d iferenc iação das cé lulas  

musculares lisas em resposta ao comportamento epitelial mod ificado  e com 

reflexo na  relação estroma-ep ité lio .  Além disso,  as mudanças  feno típ icas  

observadas entre as célu las muscu lares  lisas,  p rincipa is responsáveis  pela 

manu tenção da morfo fis io logia prostática,  têm revelado indícios importantes  

na compreensão  dos mecanismos b ioquímicos associados à patogênese da 

BPH (Schauer and Rowley, 2011).   

Uma das principais d iscussões com relação  às doenças prostáticas  

envo lve a possíve l re lação entre BP H e o  câncer prostát ico.  Uma revisão  fe ita 

por Alcaraz et  al.  (2009) abordou que mais da metade da população masculina 

com idade acima dos 50 anos apresenta evidência histológica da presença de 

BPH, enquanto o câncer prostático está entre os mais comuns cânceres que 
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afetam homens,  de acordo com dados registrados recentemente.  A 

compreensão da et iologia das condições de ambos é crucia l na tentat iva de 

reduzir  a crescente morbimortalidade no mundo. Evidências científ icas foram 

ident if icadas que afirmam exist ir  algu ns aspectos associados entre a BPH e o 

câncer.  Dados ava liados atualmente confirmam o papel dos andrógenos no 

desenvolvimento de ambas as condições pato lógicas.  Todavia,  a inflamação é 

possive lmente o  fator majo ritário da patogênese prostát ica, comum às duas 

doenças.  Além disso,  pesquisas sugerem que a síndrome metabó lica tem 

desempenhado um papel importante no desenvo lvimento da BPH e do câncer,  

enquanto um número crescente de fato res genét icos tem sido implicado nas  

afecções prostáticas (Wu et al. ,  2012 ; Xia et a l. ,  2012; Yap and Emberton,  

2010). 

 É importante salientar  que a BPH e o  câncer apresentam similar idades  

em diversos aspectos,  no  entanto,  anatomicamente a BPH afeta principalmente 

a zona de transição p rostática que ocupa apenas 5% a 10% do volume total do 

ó rgão, enquanto o câncer é mais freqüente e bastante restr ito à região 

periférica,  que ocupa entre 70% e 90% do volume da glândula.  Aspectos  

epidemiológicos também são semelhantes,  no entanto  as evidências apontam 

que uma doença não poderia gerar a outra (Alcaraz,  2008; Yap  et al,  2010; 

Xia et al,  2012; Wu et al,  2012). 

 Bostwick et  a l. (1992) reve laram a lgumas particu lar idades da BPH e  do 

câncer de próstata (PCA), como mostrado na Figura 3.  Embora ambas as  

doenças apresentem crescente aumento na inc idência e prevalência em idades  

mais  avançadas,  não há evidências  de relação causal entre elas.  Estudos em 

próstatas necropsiadas permitiram a compreensão do crescimento da 

p revalência da BPH a partir  da década de 40 nos homens.  Já o câncer  

p rostático ocorre de fato cerca de 20 anos mais tarde (Bostwick et al. ,  1992). 
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Figura 4 .  Prevalência idade-específica  da  BPH e do PCA em próstatas 

humanas necropsiadas .  São apresentados os percentuais  de órgãos afetados 

por classes de idade (dados de Bostwick e t al. ,  1992). 

 

1 .2.1 Papel dos andrógenos prostáticos diidrotestosterona  e testosterona  

 

 Dihidrotestosterona (DHT) é cerca  de 5 a 10 vezes mais potente que a 

testosterona e desempenha importante papel na progressão da BPH, mediando 

efeitos androgênicos na hiperplasia.  Na p róstata,  ao contrár io do plasma, os  

níveis de DHT são altos e maio res que os da testosterona.  Além disso,  os 

níveis  de DHT intraprostático  e levam-se com o avanço  da idad e dos homens,  

em detrimento  de um declínio na circulação da testostero na,  sugerindo, 

portanto,  seu  papel exacerbado  na BPH (Djavan et al. ,  2010). 

A testosterona é convertida em DHT em reação catalisada pelas  

isoenzimas 5-alfa redutase (5AR) 1 e 2.  A enz ima do tipo 2 é encontrada 

p redominantemente na próstata e em outros tecidos genitais.  A do tipo 1 tem 

d istr ibuição mais ampla,  sendo encontrado  na pele,  no fígado  e também na 

p róstata.  Tecidos com elevadas concentrações dessas enz imas,  como o tecido 

p rostático,  são,  portanto,  os principa is sítio s de conversão da testosterona em 

Classes de idades 

 (%) 



 

32 
 

DHT. Decorre que esta conversão amplifica os efe itos da testosterona 

circulante,  em fu nção da formação local de um andrógeno mais po tente.  Dado 

o  papel centra l da DHT como o mais potente andrógeno, homens com 

deficiência da 5AR t ipo 2 tem próstatas pequenas e rudimentares e não  

desenvolvem BPH quando adultos (Cunha et al. ,  2004 ; Djavan et al. ,  2010). 

 

1 .2.2 A terapia  medicamen tosa  

 

 Os antago nistas do adrenorreceptor tipo alfa 1  (ou α-bloqueadores ou 

b loqueadores alfa-adrenérgicos)  são importantes no tratamento da BPH. Um 

melhor entend imento no funcionamento  dos recepto res para o hormônio  

adrenérgico que está envo lvido na doença prostática tem levado ao aumento  

do uso  dos α -bloqueadores no  tratamento,  substituindo a c irurgia  de remoção 

p rostática por fármaco terapia.  Os α-b loqueadores avaliados apresentam efeito  

s imilar sobre a hiperplasia prostática,  melhorando os s intomas em 

aproximadamente 35% dos casos nos quais a razão  máxima de f luxo u rinár io  

passou  de 1,8 para 2,5 mL/s.  Diante disso,  conclui- se que os α-bloqueadores 

têm eficácia comparável na melhoria dos sintomas da doença prostática 

(Djavan et a l. ,  2010). 

 O principal hormônio andrógeno c irculante,  a testosterona,  é convert id o 

em diidrotestosterona (DHT)  através da ação da enzima 5 -alfa redutase (5αR). 

Além de ser necessár io para o  cresc imento e o funcionamento normais  da 

p róstata,  a DHT também se encontra envolvida no desenvo lvimento da BPH e 

na inic iação e progressão do câncer prostát ico.  Dois inib idores de 5αR, a 

f inasterida e a dutasterida,  têm sido estudadas extensivamente em tr iagens 

clínicas de pacientes com BPH. Finaste rida é um inib idor da 5αR tipo 2, 

enquanto a dutasterida é um inib idor duplo  da 5αR, inib indo ambas as  

isoenzimas.  Os compostos relacionados têm se mostrado inib idores séricos do 

DHT, embora a dutasterida seja mais eficiente.  Em grande esca la,  tr iagens 

clínicas em homens com sintomas de BPH, inib idores de 5AR reduzem o 

volume prostático ,  melhoram os sintom as,  reduzem os r iscos de retenção 

u rinária aguda e ajudam no decréscimo  da ap licação de cirurgias relac ionadas 

à BPH. Esses medicamentos abaixam os níveis  séricos de antígeno  p rostático  



 

33 
 

especí fico (PSA) em aproximadamente 50% em 6 meses,  ass im como reduzem 

o  volume p rostático em 25% em 2 anos de tratamento.  Os inibidores da 

enzima 5AR também apresentam capacidade de reduzir  os r iscos relat ivos ao  

câncer de próstata como benefício secundário  da resposta ao tratamento para a 

BPH (Djavan et al. ,  2010; Tanguay et al. ,  2009). 

 

1 .3 O câncer de próstata  (PCA) 

 

 Segundo o INCA (2014),  68.800 novos casos de câncer de próstata 

serão diagnost icados no Brasil em 2014 e 13.129 mortes causadas por esta 

doença aconteceram em 2011. Este câncer é a segunda neop lasia mais  

freqüente em homens,  atrás somente do câncer de pele não -melanoma. O 

câncer de próstata tem inúmeras característ icas peculiares.  Uma delas é a 

dependência de andrógenos.  Indivíduos pré-adolescentes castrados (eunucos,  

castrati)  nunca desenvolveram PCA.  

O PCA consiste-se em um crescente problema de saúde pública no mundo 

ocidental,  além de ser  um dos líderes de acometimento  em homens de idade 

avançada,  cu ja incidência aumenta principalmente na septuagésima década da 

vida.  Acred ita-se que,  em parte,  o aumento  da incidência seja causado pelo 

envelhec imento da população. No  entanto ,  com o acréscimo das estatí st icas ,  

tem-se  ver if icado que,  possive lmente,  a não  detecção prevent iva do  antígeno  

especí fico da próstata (PSA), com posterior tratamento eficaz,  tem 

contr ibuído para o avanço de casos no mundo  (Schulz et a l. ,  2003).   

A etio logia do câncer de próstata é insuficientemente entend ida,  uma vez 

que existem vár ios fatores presentes na carcinogênese prostát ica.  Fatores  

genét icos,  aspectos re lacionados a háb itos de nu trição,  relações com vírus,  

idade,  dentre outros (Schulz et a l. ,  2003; Ruijter  et a l. ,  1999),  caracterizam a 

doença com aspectos mult ifatoriais.  Atualmente,  um crescente número de 

d iagnóst icos de PCA é  detectado através da elevação sérica dos níve is de 

antígeno especí fico prostát ico (PSA). Antes da invest igação rotine ira do PSA, 

muitos casos eram ident if icados pela s intomatologia c línica ou p elo  exame 

d igital do reto (DRE) conhec ido simplesmente como toque retal.  Os casos  
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d iagnost icados de câncer,  com característ icas especí ficas da neop lasia 

maligna do ó rgão, como, por exemplo,  a metástase,  o s níveis de PSA assumem 

valores bem maiores que 10 ng/mL. Contrariando estes dados,  muitos casos  

atuais são detectados através  de va lores  localizados entre 2,5 -10 ng/mL e com 

confirmação  histopatológica da morfo logia por biópsia (Schulz et a l. ,  2003). 

 Os tumores na próstata apresentam um microambiente  que incluem 

modificações nas células estromais ( f ibroblastos,  miofibroblastos,  células  

musculares lisas,  nervos,  vasos  sanguíneos),  nas cé lulas epite liais e  na 

persistênc ia de cé lulas mononucleares e polimorfonucleares (PMNs) p resentes  

na inflamação (Franco et al. ,  2011). Diante de tamanha complexidade 

morfofis io lógica,  existem diversos achados na literatura que buscam 

compreender os mecanismos ce lu lares  e moleculares que explicam a 

carcinogênese prostática.  Ep idemio logicamente,  os homens de idades  

avançadas temem pela determinação do diagnóst ico de doenças prostát icas,  

p rincipalmente em função da necessidade do toque retal p ara anatomicamente 

melhor descrever o volume da glândula e,  em função  disso ,  aspectos  

relacionados ao grau de instrução, nac iona lidade e naturalidade,  hábitos,  

dentre outros,  são  importantes no desenvo lvimento do câncer (Palapattu et al. ,  

2009; Grivas et al. ,  2012; Brawley, 2012). 

 O PCA acomete predominantemente homens idosos,  razão pela qual se 

atribui cresc imento lento.  Entretanto,  têm sido encontrados casos em 

indivíduos jovens.  Em um caso  particu lar ,  um ind ivíduo de 34 anos foi 

d iagnost icado com câncer  de próstata metastát ico ,  cu jos sintomas 

assemelharam-se ao  linfoma (Ahn et a l. ,  1997),  provavelmente devido a outra 

característ ica comum deste tipo de tumor que é a metastat ização para os 

linfonodos e para medula óssea.  O bloqueio ou  a privação androgênica fazem 

parte do tratamento do câncer avançado, sendo utilizadas  drogas que 

b loqueiam a síntese de testosterona,  sua conversão em diidrotestosterona ou 

sua interação com o receptor de andrógenos.   

 Outra característica peculiar  do  câncer de próstata é a co mum 

recorrênc ia após privação  androgênica  na fo rma do câncer de p róstata 

resis tente à castração. O recepto r de andrógeno  parece ter  papel fundamental 

nesta progressão ,  por ap resentar mutações,  amplif icações ou ativação  

independente de ligantes,  todas com contr ibuição provável para a 
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sobrevivência das cé lu las epiteliais em baixas co ncentrações de andrógenos 

circulantes (Fe ldman and Feldman, 2001; Sharma et a l. ,  2013).   

 Além destes mecanismos baseados no receptor de andrógeno, têm sido 

reportadas várias formas de alterações cromossômicas,  incluindo a 

cromoplexia (Baca et al. ,  2013 ; Tomlins et al. ,  2007),  contribuindo para a 

inic iação, crescimento /p rogressão tumoral,  metástase e independência 

hormonal.   

 Po r muito tempo tem sido postulado exist ir  uma relação ínt ima entre o 

estroma e o epitélio  prostáticos,  tanto durante o desenvo lvimento quanto  na 

p rogressão tumoral (Cunha et a l. ,  2004) .  Este conceito  fo i bem explorado por 

pesquisadores interessados na proteína ps20, expressa por células musculares  

lisas e  com capacidade de regu lar o  cresc imento de cé lu las ep itelia is  

(detalhamento a seguir).   

 Outro aspecto importante  é a progressão tumoral,  que foi descrita como 

um processo contínuo de desestru turação da organização epitelia l por Gleason 

(1977) e que caracter iza parte do sistema de c lassif icação  da p rogressão  

tumoral.  A Figura 4  mostra alguns aspectos histológicos da organização  

p rostática no  PCA. 
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Figura 5.  Aspectos da organização 
glandular correspondentes aos 
diferentes graus de Gleason .  Na 
próstata normal (A),  observa-se a 
existênc ia de ácinos desenvolvidos e 
organização em fe ixes das célu las 
musculares lisas.  No Gleason 1 (B),  
nota-se a p ropagação de estru tu ras 
glandulares pequenas, ao lado daquelas 
de aspecto normal.  No Gleason 2 (C),  
existe aparente desdiferenc iação das 
célu las epitelia is,  que são  
predominantemente achatadas,  e das 
célu las musculares lisas ad jacentes.  No 
Gleason 3 (D),  existe  uma 
predominância de estruturas epite liais 
diminu tas e com célu las  pouco 
diferenc iadas.  No Gleason 4 (E),  a 
estrutu ra glandular é praticamente 
perdida,  com alguma infiltração  
estromal.  No Gleason 5  (F),  há 
predominância de cé lulas tumorais 
indiferenciadas, sem organização  
glandular e que permeiam os 
componentes estromais.  SMC=célu las 
muscualres lisas (Reproduzido de 
Taboga et a l,  2008). 
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1 .4 A família WAP 

 

A proteína ps20 (WAP-type four-disu lfide core domain  1 ; ps20  -  

p ro teína do  estroma prostático,  20 kDa),  foi ident ificada em 1987 como um 

componente do mesênqu ima urogenita l de rato capaz de inibir  o cresc imento 

de célu las NBT-II de carcinoma de bexiga in  vitro  (Rowle y e T indall,  1987). 

Em experimentos semelhantes,  foi ident if icado que o s mesmos componentes  

inibiram o  crescimento da linhagem celular (PC3) derivada de carc inoma 

p rostático (Rowle y et al. ,  1995). A ps20 e contém um domínio  WAP (proteína 

acídica do soro  e um núcleo com 4 ligações dissulfeto entre 8 resíduos de 

cisteína  (Bouchard et al. ,  2006). 

As p ro teínas WAP mais estudadas são a elafin  e ant ileucoproteinase –  

dois inib idores de serina proteases  com atividade ant imicrob iana e 

ant iinflamatória.  Além destas,  podem ser  inc luídas a anosmina  1,  eppin e 

WFDC2, além da WFDC1/ps20. Muitos dos genes que codificam as proteínas  

WAP estão agrupados no cromossomo 20, exceto o WFDC1 ,  que se localiza 

no cromossomo 16. O modelo funcional da família WAP é,  portanto ,  atuar 

como inibidor de serina-p roteases,  já conhecido  para outros membros desta 

mesma família (Bouchard et al. ,  2006; Larsen et a l. ,  2000; Watson et al. ,  

2004).  A aná lise imunohistoquímica reve lou que a ps20 é encontrada 

largamente no  tec ido muscu lar liso de vários tecidos,  tendo como possíveis  

alvos os fato res de crescimento,  de regulação e de remodelação da matriz 

extracelu lar e da progressão  de carcinomas,  atuando , inclusive,  como possíve l 

supressor tumoral (Larsen et al. ,  2000; Larsen et a l. , 1998; Watson et al. ,  

2004). 

O gene WFDC1 ,  que codifica a ps20, encontra- se mapeado, como 

anter iormente citado, no cromossomo 16  (16q24),  cuja região  do genoma é 

associada a um número de cópias  anormais,  perda de heterozigosidade e 

associação com o câncer prostát ico  (Elo et al. ,  1997),  assim como em outros 

tipos tumorais,  inclu indo o câncer de pulmão e carcinoma hepatocelular  

(Larsen et  al. ,  2000) .  Utilizando-se arranjo de hibridização comparativa de 

alta resolução, recentemente fo i identif icado um número de tumores 

p rostáticos com deleção do locus  que contém o WFDC1 (Larsen et al. ,  2000) . 

 



 

38 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Localização e motif  do gene WFDC1 .  O gene WFDC1  

localiza-se no cromossomo 16 e ap resenta um motif de 50 aminoácidos que 

estabelecem 4 pontes  d issulfeto entre os  8 resíduos de cisteína.  (Bouchard,  

2006). 

 

Outras pesquisas têm mostrado  que a expressão de ps20 é 

s ignificantemente var iável em câncer de próstata.  McAlhany e co laboradores 

(McAlhany et al. ,  2003) mostraram que a progressão do câncer p rostático é 

caracter izada pela perda da expressão no estroma da ps20 com eventual ou 

ocasiona l ganho da expressão da ps20 no  epitélio  p rostático,  sugerindo, 

portanto,  uma progressão de um fenó tipo tumoral do epitélio mais agressivo,  

além da transição epité lio-mesênquima observada.  Essa caracterís tica da ps20 

a transforma em um potenc ia l marcador biológico da determinação da 

p rogressão e do  desenvo lvimento da doença.  Tuxhorn e co laboradores 

(Tuxhorn et al. ,  2002) fizeram um estudo com implantes xenográficos do 

câncer de p róstata e revelaram que a ps20 também contribui na angiogênese e 

tumorigênese,  a lém de atuar na estabilização da matriz extracelu lar  e da 

neovascularização tumoral (angiogênese),  possivelmente as sociada a sua 

função  de inib idor de p ro tease,  assim como também deve estar associada à 

mudança da interação célula-matr iz,  resu ltando  em crescente migração 

celular .  

Watso n e  colaboradores (2004)  desenvolveram uma análise molecu lar  

do gene WFDC1  em 21  pacientes com câncer de próstata e u tilizaram 5 
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l inhagens celulares diferentes de câncer prostático,  no intu ito de invest igar  

mutações relacionadas ao desenvo lvimento neoplásico e alterações na 

expressão gênica.  Os au tores concluem que as mutações invest igadas não se 

correlac ionam com o câncer,  que a expressão do gene WFDC1  tem relação 

exponencial com o  conteúdo de músculo liso  presente nas amostras e 

determinado  por histologia.  Concluíram também que tamanho amostral foi 

insuficiente para determinar correlação  entre a expressão  de WFDC1  e o  PCA,  

embora aparecesse reduzida.  Além d isto,  os au tores descrevem a existência de 

um transcr ito em algumas das amostras,  cujo seqüenciamento demonstrou não 

possuir  a região cod ificada pelo éxon 3.  Se traduzido, este RNAm produziria 

uma deleção  de 28  aminoác idos na p ro teína final.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Esquema ilustrativo das variantes de splicing  do  gene 

WFDC1 .  O splicing alternat ivo  gerando um transcrito com o éxon 3 deletado 

foi descrito por Watson et  a l.  (2004),  cuja proteína  expressa  teria  28 

aminoácidos a menos.  
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1 .5 Inflamação , BPH e expressão do  gene WFDC1 

 

 Após atingir  a idade adulta,  a próstata se insere numa fase de 

manu tenção, cu ja ocorrência da proliferação das cé lulas prostáticas  

d iariamente se dá numa razão de 1 a  2%, contraba lanceada por uma razão 

semelhante de morte programada ou apoptose.  A perda desse equilíbrio deve 

também contribuir para a BPH. Alguns estudos têm destacado que possíveis  

alterações nos diferentes estágios do crescimento prostático contribuem p ara a 

etiopatogênese da BPH. Algumas pesquisas in  vitro  dão suporte ao papel 

centra l da inflamação na gênese da hiperplasia.  Os nódulos estromais de BPH 

apresentam infiltr ados de linfócitos B, linfóc itos T e macrófagos.  Essas  

células se acumulam em vo lta d os ductos epite liais e interrompem a secreção  

luminal (Birbach et a l. ,  2011).   

 A sina lização  entre as cé lu las basais do epitélio  luminal,  na renovação  

das cé lulas  luminais e manutenção da atividade secre to ra,  é med iada por 

andrógenos.  As célu las basa is são consideradas as célu las-tronco do ep itélio  

p rostático.  Diante disso,  alterações nos mecanismos de controle hormonal,  ou 

s implesmente alguma indução microb iana ou p rogramação genét ica,  a ltera 

essencialmente o comportamento ce lular  prostático ,  gerando a defesa imediata 

através da inflamação. A secreção de peptídeos passa a ser  modificada,  

fatores de crescimento  como o TGFβ, um polipept ídeo multifunciona l 

regu lador da proliferação celular  e da diferenc iação, é modificada,  ass im 

como vár ias vias inflamatórias  passam a ser  at ivadas,  como a via da 

cicloxigenase 2 (COX-2),  med iadores químicos (como IL-6,  IL-8,  IL-10, IL-

17, TNFα, prostagland inas) são produzidos,  resultando em um microambiente 

altamente reat ivo e carac teríst ico da BPH (Birbach et al. ,  2011; McAlhany et  

al. ,  2003; Schauer et al. ,  2008; Schauer and Rowley, 2011; Tuxhorn et al. ,  

2001; Tuxhorn et al. ,  2002; Untergasser et  al. ,  2005). 

 Neste contexto de infecção e inflamação, mais recentemente fo i 

demonstrado que a expressão do gene WFDC1  se dá em linfó citos CD4 e que 

seus níveis estão relacionados com a suscept ibilidade à infecção pelo  HIV 

(Alvarez et al. ,  2008 ; Alvarez et al. ,  2011) .  Os autores demonstraram exist ir  

uma variação intr ínseca na expressão de WFDC1  em linfócitos  CD4 posit ivos  
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e que a subpopulação com ps20 alta ap resenta maior infect ividade,  que foi 

b loqueada por ant icorpos contra a p ro teína.   

 

1 .6 Splicing,  sp licing a lternativo e fatores de splicing 

 

 Embora a transcrição seja o fato r primár io  na expressão gênica,  outros 

eventos estão envolvidos na manifestação fina l de um gene.  Dentre eles,  o 

p rocessamento do  transcr ito  p rimár io,  que inclui a  remoção dos íntrons 

(segmentos do  gene que são removidos e,  portanto,  ausentes do mRNA). 

Intr ínseco a este processo está o sp licing  alternativo,  no qual diferentes  

combinações dos éxons são encontradas no mRNA e que,  fundamenta lmente,  

formam pro teínas d iferentes (Figura 6). O mecanismo de splicing  resu lta 

numa ampliação do repertório das p ro teínas expressas por um determinado 

genoma (Braunschweig et al. ,  2013; Licatalosi and Darnell,  2010; Nilsen and  

Graveley,  2010). 

 Embora seja conhec ido que d iferentes variantes de splicing  de muitos  

genes são expressas em diferentes tecidos,  ao  longo  do desenvolvimento e no  

câncer,  o s mecanismos que selecionam as diferentes formas de splicing  em 

cada situação são pouco  conhec idos.   
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Figura 8.  Esquema demonstrando a remoção dos introns no splicing  e a 
possibilidade de splicing  alternativo  (Fonte: en.wikiped ia.org/wiki/Alternat ive 
splicing).  

 

 Em particular,  as a lterações nas  var iantes de sp licing  e os complexos 

moleculares envolvidos na maquinar ia de splicing  têm sido particularmente 

interessantes no câncer,  pela possib ilidade de const ituírem -se em alvos 

terapêuticos (Bonomi et al. ,  2013; Venab les,  2004) .  Embora exista tendência 

de se c lassif icar os fatores de splicing  em dois t ipos principa is,  SR (serine-

argin ine-rich)  e hnRNP (heterogenous nuclear ribonucleoprotein ),  com 

funções antagônicas em promover ou silenc iar  o splicing , respectivamente 

(Bonomi et al. ,  2013), a regulação  ind ividual ou  conjunta dos genes que 

sofrem splicing  em determinado tipo celu lar  em determinada condição ainda 

não foi esc larec ida.   
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2 . JUSTIFICATIVA 

 

 

O estudo crescente da próstata tem se reve lado  cient if icamente e 

clinicamente um essenc ia l a liado no  conhecimento,  na prevenção  e na 

abordagem de d iversas patologias que afetam os homens na idade adulta.  Cada 

vez mais,  percebe-se que a biologia  da glându la p rostática apresenta 

mecanismos complexos de regu lação e um funcionamento peculiar nas  

d iferentes fases da vida do homem, uma vez que sintomas relacionados ao 

trato  urogenital se tornam evidentes e  comprometedores tanto da função 

reprodutiva como da qualidade de vida dos ind ivíduos do sexo  mascu lino e de 

seus familiares.   

As cé lu las musculares lisas (CML) p rostáticas rep resentam o principal 

tipo  celular  do estroma da glândula  e ap resentam diversas funções 

relacionadas ao  contro le da proliferação ce lular ,  manutenção da s inalização  

entre epitélio e estroma e reparo tecidual.  

A hiperplasia prostática benigna (BPH) reve la- se quase que inexoráve l 

na fis iologia dos homens a partir dos 40 anos e,  diante d isso ,  o crescimento  

do volume do  órgão pode trazer consigo sina is clínicos mais graves.  Além 

d isto,  a próstata está suje ita ao  desenvo lvimento do câncer  prostático  (PCA),  

doença que ap resenta preocupante inc idência e uma elevada mortandade.  É 

verdade que o  conhec imento em níveis celu lares e moleculares permite 

explorar melhor e detalhadamente a próstata,  fazendo com que se 

desenvolvam instrumentos terapêu ticos sa tisfató rios e mais eficazes.   

O gene WFDC1  expresso  pelas CML prostáticas  parece ser um bom 

indicador de elementos regulatórios subjacentes,  inerentes à biologia 

p rostática e com possíveis implicações no desenvo lvimento  da BPH e do  PCA. 

Sua expressão preponderante no estroma, particu larmente em situações não  

patológicas,  parece ser  uma característ ica relevante,  d issociada das diversas  

alterações cromossômicas e gênicas particu lares das célu las epitelia is,  ao  

mesmo tempo em que parece suficie ntemente sensível a f lutuações,  que 

permitam reve lar  aspectos estru tu rais (como polimorfismos),  funcionais e 

regu lató rios gera is (como expressão gênica e splicing) .   
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 A presente pesquisa é importante,  pois visa focar um componente 

genét ico especí fico (WFDC1)  expresso pelas CML que pode atuar tanto  

regu lador da proliferação das cé lulas  epite liais prostát icas na BPH e no  

câncer ,  quanto  ser  a fetado  pelas  modificações epitelia is,  além de ser  

modulado por componentes inflamatórios e,  possivelmente,  afetar  a 

o rganização da matriz extrace lular .  Apesar da complexidade de fato res,  a 

existênc ia de duas variantes de sp lic ing  que podem ser quantif icadas  

s imultaneamente,  pode tornar o WFDC1 um elemento relevante para o  

monitoramento de fato res regula tórios que co laboram na susceptibilidade e 

p rogressão das doenças prostáticas.  
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3 . OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral 

 Quant ificar a expressão do gene WFDC1  em amostras de tec ido 

humano obtidos em cirurgias para o tratamento de BPH e de PCA, com 

foco na relação entre as variantes WFDC1 e Delta 3 ,  correspondentes  

aos p rodutos de splicing  que preserva todos os éxons e a que carece  do 

éxon 3,  respectivamente.   

 

Objetivos específicos 

1. Por qRT-PCR, quantif icar os níveis dos transcritos correspondentes às  

variantes WFDC1 e Delta 3,  utilizando-se qRT-PCR. 

2. Verificar a associação entre a expressão das var iantes WFDC1 e Delta 3  

e a expressão  do gene MYH11  que cod ifica a cadeia pesada de miosina 

de músculo liso ,  aqui empregado  como est imativa do conteúdo de 

células musculares lisas em cada amostra  individual.   

3 . Utilizar estatí st ica exploratória e ferramentas de aná lises de dados e de 

agrupamento (clustering ),  para ident ificar determinantes quant itat ivos  

da expressão do gene WFDC1  na p róstata humana e sua possível 

associação com a BPH e com o  PCA. 
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4 .  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4 .1 Amostras 

 

 As características clínicas das 52 amostras utilizadas neste trabalho (32 

de PCA e 20 de BPH) são  ap resentadas no Anexo I e foram gent ilmente 

cedidas  pela Profa.  Dra.  Kát ia R. M. Leite,  pelo Prof.  Dr.  Miguel Srougi e 

pelo Prof.  Dr.  Alberto  Azoubel Antunes da Faculdade de Medicina da USP-SP 

e depositadas em banco de tecidos do Hospital Sír io -Libanês e da própria FM-

USP. Todos os espécimes fo ram examinados pelo mesmo patologista (KRML).  

 

4 .1.1 Processamento das amostras; extração de RNA e transcrição reversa  

 

Previamente à  extração de RNA, buscou-se definir  uma plata fo rma que 

permit isse o processamento s imultâneo  do maior número possível de 

amostras,  de forma a reduzir  var iações técnicas nos exper imentos.   

Assim, foram conduzidos testes p reliminares utilizando três  

p lataformas: ( i) FastPrep  (MP Biomedica ls); (ii)  Tissuelyzer (Qiagen) e ( iii)  

BeadBeater (Biospec Products) .  Nos três casos,  o tec ido fo i transfer ido para 

um tubo  contendo  combinações de microesferas e/ou flocos  de sílica de 

tamanhos var iados (a depender de cada plata forma) e,  após adição do tampão 

de extração, a maceração ocorre por  ação mecânica durante cic los de agitação  

vigorosa.   

 Fo i utilizado o método de extração baseado em fenol e guanid ino 

isotioc ianato,  TRIzo l (Life Technologies) .  Todo o procedimento fo i 

conduzido seguindo instruções do  fabricante.  

Após as extrações,  as amostras  foram quant if icadas por 

espectrofotometria e,  quando as razões de absorbância a 260:280 e 260:230 

nm fo ram infer iores  a 1.70 (ind icando contaminação por proteínas ou 

compostos fenólicos),  as amostras foram purif icadas através de reprecip itação  

com etano l.  Os va lores de concentração e pureza de cada amostra estão  

listados no  Anexo 2. 
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4 .1.2 Protoco lo de extração de RNA 

 

Todas as  amostras fo ram manipu ladas no gelo e os reagentes utilizados 

mant idos a uma temperatura <  4°C. O volume de Trizol utilizado seguiu  a 

p roporção de 1 mL para cada  10 mg de tecido.   

Após a homogeneização, o materia l fo i centrifugado a 12000 xg por 10 

minutos para sedimentar os restos ce lulares e as microesferas e/ou  flocos de 

sí lica usados para a maceração. O sobrenadante foi transferido  para novo 

microtubo e deixado a temperatura ambiente por 5 minutos para permitir  a 

completa d issociação das nucleoproteínas.  Em segu ida,  foram ad icionados 

200 L de clorofórmio, incubando-se novamente a temperatura ambiente por 3 

minutos e centr ifugando-se por 20 minutos a 12000 xg.  

Após esta etapa,  separam-se as  fases o rgânica e aquosa,  esta últ ima 

contendo as moléculas de RNA. A fase aquosa foi transferida  para novo  

microtubo e adicionaram-se 500  L de álcool isopropílico para precip itar  o  

RNA, o qual se concentra no fundo  do tubo  após centr ifugação  a 12000 xg por 

15 minutos.  O sobrenadante foi descartado e o pellet  de RNA lavado com 1 

mL de etano l 75%. As amostras foram novamente centr ifugadas,  desta vez a 

7500 xg durante 5 minutos,  descartando-se em segu ida o sobrenadante.  A 

operação  foi repetida,  ad ic ionando-se novamente 1 mL de etanol 75% e 

centr ifugando-se a 7500 xg durante 5 minutos.  Após descarte  do 

sobrenadante,  as amostras foram secadas brevemente  ao  ar ,  para eliminar  

quaisquer vestíg ios de etano l.  Finalmente,  o RNA foi ressuspend ido em água 

u ltrapura e, após eluição,  analisado  por espectrofotometria (ver resultados no  

Anexo 2).  Este material foi armazenado para as reações posteriores a –80ºC. 

 

4 .1.3 Protoco lo de purificação 

 

 As amostras cujas leituras espectro fo tométricas ind icassem a lgum grau  

de contaminação (A260/280  ou A260/230 < 1.7) foram purif icadas através de 

p recipitação  e lavagem por etano l,  segu indo o protocolo abaixo:  

 Ao vo lume de RNA, ad icionaram-se 1/10  volumes de acetato de sód io 3 

M e 2 vo lumes de etanol 96%. As amostras foram agitadas por inversão e 
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mant idas à temperatura ambiente por 5-10 minutos,  antes de serem 

centr ifugadas a 12000 xg durante 8 minutos a 4°C. O sobrenadante fo i 

descartado, adicionado de 1 mL etanol 75%. Após centr ifugação  a 7 500 xg 

durante 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, a centrifu gação foi 

repetida e os tubos secos à temperatura ambiente para eliminar quaisquer 

vestígos de etanol,  antes de serem ressuspensas em água u ltrapura e analisada  

por espectro fo tometria.  

 

4 .1.4 Síntese de cDNA 

 

 As biópsias que atenderam os critér ios de qualidade do RNA (razões 

A260 /280 e A260/230  > 1 .70) foram u tilizadas para síntese de cDNA, a partir  

de 2 g de RNA to tal,  com o  emprego do kit Superscrip t III Supermix (Life 

Technologies) .  Os procedimentos segu iram as instruções do  fabricante.  Os 

cDNA fo i armazenado a -20°C até momento do  uso. 

 

4 .1.5 Sondas de qPCR 

 

Para estudo da variante Delta 3 foi utilizada a seqüência  gi |578829107 

depositada no  GenBank ( ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/578829107) .  Foi empregado  o 

software PrimerQuest ( idtdna. com/primerquest/Home/Index )  para desenho  do 

ensaio e a síntese foi rea lizada pela Life Technologies, proprietária da marca 

TaqMan. 

As demais sondas TaqMan u tilizadas foram beta glucuronidase ( GUSB ,  

cat.   Hs00939627_m1),  TATA binding p ro tein (TBP,  cat.  Hs0042762_m1),  

GAPDH  (car.  Hs99999905_m1) e beta2-microglobulina (B2M,  cat.  

Hs00984230_m1),  testados como controles endógenos,  e MYH11  (cat.  

Hs00224610_m1) e WFDC1  (cat.  Hs00221849_m1). 

Em todos os casos,  as sondas consistem de um par  de primers  não marcados  

e uma sonda central  contendo o fluoróforo  FAM na extremidade 5’ e um 

quencher não fluorescente na extremidade 3’.  Esta sonda centra l hibridiza 

com o DNA-alvo em um sít io especí fico  e,  durante a amplif icação, sofre 
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degradação devido à atividade exonucleásica da DNA polimerase.  

Consequentemente,  a separação do  quencher e do  fluo ró fo ro  resulta no  

aumento da intensidade da fluorescência pela reação. Assim, durante o 

p rocesso de amplif icação , a emissão de f luo rescência é aumentada 

exponencialmente.   

Como esse aumento da f luorescência ocorre apenas quando  a 

amplif icação da sequência-alvo é estabelecida na presença da sonda centra l,  a  

ausênc ia de um sít io especí fico para ela  elimina a possibilidade de emissão de 

s ina l, apesar de ainda poder haver amplificação pelos primers  não  marcados.  

Este é o caso  do  ensaio para Delta  3 .  Apesar dos primers  não marcados não  

d ist inguirem o transcr ito princ ipal do transcr ito alternat ivo (pois as suas se 

localizam nos éxons 2 e 4 ,  respectivamente,  o s quais existem em ambas as  

espécies de transcritos) ,  a existência de uma sonda centra l que reconhece o  

sít io criado na junção  entre os éxons 2  e 4 garante a espec ific idade da sonda, 

uma vez que esta junção só existe no transcr ito  alternat ivo  (a ausênc ia do 

éxon 3 estabelece a junção 2-4).  
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 Figura 9.  Ensaio das sondas para a reação da qRT-PCR.  A sonda 

para as variantes WFDC1 e Delta 3 ligam-se na junção entre os éxons 4 e 5  e,  

portanto,  para ambas ocorrerá emissão de f luorescência (ensaio  WFDC1 e 

Delta 3 A e B).  Já a sonda desenhada para a variante Delta 3  liga-se na junção  

entre os éxons 2 e 4 e,  portanto,  apenas Delta 3  emite f luorescência  (ensa io  

Delta 3  A e B).  Isso explica o porquê da expressão  Delta 3 sempre 

corresponde a uma fração da expressão de WFDC1.  

 

4 .1.6 Reação  de qPCR 

 

 As reações de qPCR ut ilizaram 20 ng cDNA como molde num vo lume 

fina l de 10  L, u tilizando o  sistema TaqMan Universa l PCR Mastermix.  A 

quantidade de cDNA foi est imada a partir  da quant idade de RNA total 

u tilizado  na reação de transcr ição reversa.  

  

 

4 .1.7 Quantificação da MYH11  

 

Watson et al.  (2004)  mostraram exist ir  correlação exponencia l positiva 

entre a expressão  do  gene WFDC1  e o conteúdo  de células musculares lisas  

ident if icadas nas  amostras por eles  u tilizadas.  Para est imar este  p rovável viés  

em nossas aná lises,  utilizamos a expressão do gene MYH11 que cod ifica a 

cadeia pesad a de miosina de músculo  liso,  um marcador bastante especí fico  

(Antonio li et al. ,  2004; Lin et al. ,  2000; Madsen et a l. ,  1998),  medida 

s imultaneamente nas mesmas amostras.  Foram u tilizadas as mesmas condições  

de reação  descr itas anter iormente.  

 

4 .1.8 Análise das expressões por qRT-PCR 

 

 Fo ram u tilizados os seguintes cálculos de conteúdo relat ivo  de fold 

change para se ana lisar  as d iferenças de expressão entre as var iantes  WFDC1 

e Delta 3 e MYH11  (Tabela 1): 
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Tabela 1. Cálculos de fo ld change 

 

Ct cDNA:Ct endógeno ∆∆Ct 2 -∆∆Ct  

WFDC1:TPB ∆Ct WFDC1 - ∆Ct MYH11 
Expressão relat iva de 

WFDC1 

Delta 3 :TBP ∆Ct Delta 3 - ∆Ct MYH11  
Expressão relat iva de 

Delta 3  

MYH11 :TBP ∆Ct WFDC1 - ∆Ct Delta 3  
Expressão relat iva entre 

WFDC1 e Delta 3  

 

  

4 .2 Análises explora tórias e estatísticas 

 

Comparações entre do is grupos fo ram feitas u tilizando o teste -t  de 

Student.  Comparações entre mais de do is grupos foram feitas utilizando -se 

análise de variânc ia (ANOVA), seguida  de teste post hoc de Tuke y para 

ident if icação  de diferenças entre os d iferentes grupos.  As correlações foram 

determinadas utilizando  os programas Excel (Microsoft) ,  MeV ou  Graph Pad 

Prisma.  

As Minimum Spann ing Trees  (MST) foram construídas utilizando-se o 

software Pajek.  Uma matr iz de d istâncias  de correlação criada de acordo com 

a equação  2 1ij ijd r  ,  onde r i j é o coefic iente de co rrelação entre os valores  

de expressão gênica para as  variáveis  (amostras no presente caso), como 

publicado anter iormente (Rosa-Ribeiro et al. ,  2014). 

 

4 .3 Aspectos éticos 

 

 Neste trabalho  fo ram u tilizadas amostras depositadas em bancos de 

tecidos das Inst ituições Hospital Sír io Libanês e da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São  Paulo. Por se trata rem de amostras coletas uma única 

vez,  sem acompanhamento  ou intervenções junto  ao pac iente,  tratam-se 
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unicamente de “cessão de material biológico” coletados com consent imentos  

livres e esclarecidos dos doadores e  que permanecem na posse das  

Inst ituições onde foram rea lizadas as cole tas.  
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5 . RESULTADOS 

 

5 .1. Características das amostras utilizadas 

 

 Fo ram utilizadas 32  amostras  de PCA e 20  amostras de BPH. Os 

aspectos c línicos relac ionados estão lis tados no Anexo  1.  As idades dos 

doadores com PCA var iou de 44 a 77 anos (X=61,5±8.6) e dos doadores com 

BPH, de 49 a 85 anos (X=71,0±9.9)  (p<0.001) (Figura 10).  

              

 

 

 

 

 

 

      

Figura 10. Distribuição das idades dos doadores no momento da cirurg ia . 

São apresentadas as distr ibu ições por faixas de idade em 10 grupos 

estabelecidos entre  os extremos 44 e 85 .  As idades dos doadores das amostras  

de BPH fo ram significat ivamente maiores que as dos doadores das amostras  

de PCA (Teste- t ;  p<0.001).   

 

Como mencionado, algumas info rmações associadas aos doadores das  

amostras de PCA como os valo res de PSA (antígeno especí fico da próstata)  

antes da cirurgia,  os va lores d e Gleason 1 e Gleason 2 ,  o estádio clínico e o  

volume prostático  encontram-se no Anexo  1.   
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5 .2 Resultados de qRT-PCR 

 

Para definição do controle interno , foi rea lizado um teste preliminar  

com oito amostras tomadas ao  acaso utilizando os genes GUSB  (u tilizando 

anter iormente por Watson et a l.  2004),  GAPDH ,  TBP e B2M .  O GUSB  e o TBP 

mostraram a menor var iação entre as amostras e foram inclu ídos nas aná lises  

subsequentes.  Destes,  o TBP mostrou melhor desempenho, ou seja,  menor 

desvio padrão,  no conjunto das amostras e foi u t ilizado  nos cá lculos  

subsequentes.   

Como primeira aproximação dos dados,  utilizamos a fórmula de cálculo 

de fold -change,  empregando como parâmetros o controle  interno TBP  e  os  

valores de CT para WFDC1 (Anexo  3).  A distr ibu ição  dos valores de fold-

change obtida é apresentada na Figura 7 .  Observa-se uma ampla distr ibuição  

sobre cinco  ordens de magnitude,  o  que co rresponderia  a existirem amostras  

com uma unidade de Delta 3 menores que 1 para cada 10  unidades de WFDC1 

até um extremo de uma unidade de Delta 3 para 9.523  unidades de WFDC1.  

Ainda para se obter uma visão panorâmica das relações quant itat ivas  

entre as duas variantes e a  expressão da MYH11 , utilizamos o mesmo t ipo de 

cálculo,  usando o MYH11  como referência.  Como explicado  anter iormente,  

células musculares são  as responsáveis pela expressão do gene WFDC1 e seu 

p roduto protéico  ps20 e podem ser ident ificadas pelo  marcador fenotípico  

MYH11 .  A Figura 8 apresenta  as distr ibuições dos va lores obtidos.  Observa-se 

que,  em algumas poucas amostras,  a expressão da WFDC1 (Figura 8A) at inge 

quase 8 vezes a expressão da MYH11 (Amostras PCA28, PCA60 e BPH105),  

enquanto a Delta 3 (Figura 8B) foi sempre uma fração (maior valor  

correspondendo  a aproximadamente 1/10 da expressão  da MYH11). 
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Figura 11 . Variação no conteúdo relativo (ca lculada  como fo ld-change -  2 -

∆∆C t)  de Delta 3,  utilizando-se como referência  a variante WFDC1 .  A linha 

tracejada representa  a  curva de regressão obtida a partir  dos pontos 

individuais obtidos para cada amostra.  Os valo res indicados co rrespondem à 

p roporção entre unidades de Delta 3 e de WFDC1, nos dois extremos de 

d istr ibuição.  

 

 Embora a u tilização da MYH11 como gene de referência tenha 

permit ido uma boa visão da relação gera l entre a  expressão  de MYH11 com as  

duas variantes de splicing  do gene WFDC1 ,  ela não permite  o estabelec imento  

de correlações entre os seus conteúdos relat ivos o que pode indicar o grau  de 

dependência na expressão do gene WFDC1  ou da expressão se let iva da 

variante de splicing ,  com as célu las musculares lisas e com o gene MYH11  em 

particular.    

Amostras 
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Figura 12 . Variação no conteúdo relativo (ca lculada como fold -change)  de 

WFDC1 (A) e de Delta 3 (B),  utilizando como referência  o MYH11 .  São 

indicados os valo res ind ividuais obtidos para cada amostra.  Nota-se que três  

amostras t iveram valo res de WFDC1 relat ivamente maiores que MYH11 . 

  

2
-∆∆Ct

 = 8 (PCA 28) 

2
-∆∆Ct

 = 1,62 (BPH 105) 
2

-∆∆Ct
 = 1,084 (PCA 60) 
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 Po r esta razão, os dados obtidos na quant if icação  da expressão de 

MYH11 ,  WFDC1 e Delta3 foram calcu lados como fold-change,  segundo a 

equação do 2 -C T,  u tilizando como controle interno o gene TBP e,  a seguir ,  o  

valor da mediana para cada s ituação, como grupo  de referênc ia.  A 

d istr ibuição dos valores de fo ld-change são  apresentados na Figura 13. 

 

 

Figura 13. Distribuição dos valores de fold-change obtidos para MYH11 (A), WFDC1 (B) 

e Delta 3 (C) (10 classes distribuídas entre o menor e o maior valor).  São também 

apresentados os valores médios e 1/10 do desvio padrão dos valores de fold-change para cada 

gene ou variante nas amostras de BPH e PCA (D). O teste-t indicou diferença significativa 

entre as amostras de PCA e BPH apenas para o Delta 3 (*p=0.0116). 
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5 .3 Correlações entre os valores de expressão  de MYH11, WFDC1 e Delta3  

  

 Como mencionado na introdução, Watson et al.  (2004)  reportaram a 

existênc ia de relação exponencial entre o conteúdo de células musculares  

lisas e a expressão do gene WFDC1. Com esta info rmação, decidimos utilizar  

o  gene MYH11 ,  um marcador de células  musculares lisas,  como medida da 

quantidade de célu las muscu lares lisas nas amostras ut ilizadas para extração  

de RNA, o que dever ia apresentar  maio r fidelidade e menos arb itrariedade que 

a informação do percentual de célu las musculares lisas observadas em cortes  

histológicos de fragmentos obtidos do mesmo paciente,  como fe ito  naquele 

trabalho . A Tabela 2  mostra não exist ir  correlação entre os logar itmos de 

fold -change entre as  var iantes WFDC1 entre s i e com o gene MYH11 ,  quando 

considerado todo o universo amostra l.  Da mesma fo rma, não  foi encontrada 

correlação entre os mesmos parâmetros para as amostras de PCA. Nas 

amostras de BPH, fo i ident ificada correlação  posit iva apenas entre a var iante 

WFDC1 e a MYH11 .   

 

Tabela 2.  Correlação entre os va lores dos logar itmos de fold-change  obtidos 

para o gene MYH11  e as variantes de WFDC1  (WFDC1 e Delta 3) para todo o 

conjunto de amostras e para as amostras de PCA e BPH.  

 WFDC1/ MYH11 Delta 3/ MYH11 WFDC1/ Delta 3 

Total 0.31 0.01 -0.07 

PCA 0.13 0.22 -0.05 

BPH 0.53 -0.22 -0.07 

 

 

 Procuramos também identificar se  haveria correlação  entre a expressão 

das var iantes do gene WFDC1 e caracter íst icas dos pacientes ( Tabela 3).  A 

única variável correlac ionada nas amostras de PCA fo i o  estad iamento de 

Gleason total (soma dos dois valores de Gleason mais p revalentes  

ident if icados na b iópsia)  e  o  conteúdo de Delta 3.  Já nas  amostras de BPH,  
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houve correlações posit iva entre a idade do paciente e o conteúdo de WFDC1 

e de MYH11 . 

 

 

Tabela 3.  Valores das correlações obtidas entre a expressão  de WFDC1, Delta 

3  e de MYH11  com a idade (em amostras de PCA e de BPH) e com os valores  

de PSA pré-operatório,  estadiamento de Gleason e volume prostático (para as  

amostras de PCA).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao serem analisadas as distr ibu ições dos valores de logar itmos dos 

fold -change das var iantes WFDC1 e Delta 3 contra os logar itmos dos fold-

change determinados para MYH11 ,  observamos que havia  um grupo  de 

amostras em que tanto WFDC1 quanto Delta 3  estavam a ltos,  a despe ito da 

baixa expressão de MYH11  (área indicada no quadrante superior esquerdo da 

Figura 14.  Tanto os dados de correlação da (Tabela 2) quanto a inspeção  

visual desta plo tagem indicam re lat iva independência entre a expressão destes  

genes/var iantes.  Entretanto,  quando isoladas as amostras que ap resentaram 

baixos va lores de MYH11 ,  foi encontra re lação positiva entre ambos (WFDC1 

e Delta 3) e MYH11 .   

 

  WFDC1 Delta 3 M YH11 

 Idade 0.05 0.13 -0.07 

PCA PSA-pre -0.19 0.19 -0.29 

 Gleason-1 -0.20 0.09 -0.10 

 Gleason-total  0.03 0.42 -0.07 

 
Volume 

prostát ico 
-0.08 -0.16 -0.05 

HPB Idade 0.40 0.17 0.20 
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Figura 14 . Distribuição  dos logaritmos dos fold-change de WFDC1 e Delta 

3  contra os valores de MYH11 (eixos do gráfico) .  Nota-se que algumas 

amostras apresentam valores elevados de uma ou ambas variantes de WFDC1, 

independentemente da expressão de MYH11  (área ind icada pela caixa 

tracejada).  Ao se considerarem os valo res de expressão da MYH11  acima da 

mediana ident if icam-se correlações  posit ivas entre a expressão  das duas  

variantes e da MYH11 .  

Esta observação  concorda com a observação anter ior de que células  

epitelia is no  PCA avançado podem expressar a WFDC1. Para checar es ta 

possibilidade,  procuramos determinar se haveria correlação  entre a expressão  

das var iantes de WFDC1 com a progressão tumoral.  A Figura 15 mostra uma 

tentat iva de refinar esta aná lise,  separando  as amostras de BPH e de PCA e 

fazendo distinção  entre as duas populações observadas com respeito à 

expressão de MYH11 . 
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Figura 15. Distribuição dos logaritmos dos valores de fold-change de WDFC1 (A) e de 

Delta 3 (B), em relação à distribuição dos valores obtidos para MYH11. Nesta análise, as 

amostras que ocupavam o quartil inferior da distribuição de valores da MYH11 foram 

isoladas, revelando correlação positiva entre WFDC1 e MYH11, nas amostras de BPH, mas 

não nas de PCA. Por outro lado, não houve correlação entre Delta 3 e MYH11 em nenhuma 

situação.  

 

Os resu ltados mostram correlação  positiva entre a expressão de WFDC1 

e a presença de célu las musculares lisas ( ind icada pela expressão  de MYH11)  

nas amostras de BPH, mas não nas amostras de PCA. Por outro lado, são 

observadas amostras de BPH e de PCA, com baixíss ima expressão de MYH11  

e expressão relat ivamente alta de WFDC1. Em contrapartida,  f icou evidente 

que a expressão da variante Delta 3 não tem correlação com a expressão  de 

MYH11 ,  nas amostras de PCA ou de BPH. Ficou  mais  claro também que mais  

amostras apresentam alta expressão de Delta 3,  com baixíssima expressão  de 

MYH11 .   

Ainda interessados nos aspectos gera is da expressão das variantes de 

WFDC1 ,  util izamos duas formas de análises globais dos dados.  Na primeira 

delas,  utilizamos uma forma bastante visual denominada Minimum Spann ing 

Tree  (MST).  Para sua construção, criamos uma matr iz de distâncias entre as  

correlações obtidas entre cada amostra e todas as demais,  baseadas nos 

logar itmos dos valo res de fold-change  para a expressão  de WFDC1, Delta 3 e 

MYH11 .  A inspeção visual da MST construída (Figura 16) permitiu verif icar a 

intercalação de amostras de BPH e de PCA, sem associação com os valores  

correspondentes à MYH11 ,  ind icados pelos diâmetros dos vért ices.  Ficou 

também evidente que algumas amostras de BPH e a lgumas amostras de PCA 

ficaram segregadas em determinados segmentos da árvore.  Ao utilizarmos 

parâmetros como os valores de PSA antes  da cirurgia (Anexo 4) ou mesmo os 

valores de Gleason total (Anexo 5),  ficou claro não exist ir  qualquer padrão de 

d istr ibuição.  
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Figura 16.  MST obtida a partir das distâncias calculadas entre cada amostra a  

partir da correlação calcu lada com base na expressão de MYH11 ,  WFDC1 e  

Delta 3.  Amostras  de PCA são apresentadas em vermelho e as  de BPH aparecem 

indicadas em azul.  Os diâmetros dos vért i ces corresp ondem aos valores de 

expressão da MYH11 .  

 

Na segunda tentat iva,  utilizamos o  software MeV na tentat iva d e 

clusterização das amostras.  Os resu ltados mostrados na Figura 17 ind icam que 

as amostras são  o rganizadas em dois clusters,  no  primeiro ident ifica-se 

correlação entre WFDC1 e MYH11  e na segunda, entre Delta 3  e MYH11 .  O 

que deriva desta observação é que existem amostras de PCA que se 

d ist inguem quanto à expressão de MYH11 ,  WFDC1 e de Delta 3 e amostras de 

BPH que se distinguem quanto à expressão de MYH11  e Delta 3  (Figura 17). 
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Figura 17.  Clusterização dos resultados de qRT-PCR para MYH11 ,  WFDC1 e  

Delta  3 ,  uti l izando-se  o  software MeV.  As amostras  foram divididas  em dois  

clusters .  O Cluster 1 indica correlação posi t iva ent re WFDC1 e MYH11  e o Cluster  

2  indica correlação posit iva entre Delta 3  e MYH11 .   
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Figura 18.  Análise es tatís tica  dos valores  de expressão de MYH11 ,  WFDC1 e  

Delta 3,  nas amostras de  PCA e de BPH c lusterizadas d e acordo com a  Figura 

17 .  Foram observadas di ferenças estat ís t i cas  (p<0.05) de acordo com o t este -t  para  

o WFDC1, nas amost ras de PCA e para Delta  3 tanto nas a mostras  de PCA como nas  

de BPH. 

 

No conjunto,  os resu ltados acima demonstram que existem var iações  

nas  expressões da MYH11 ,  WFDC1 e Delta 3 entre as d iferentes  amostras e 

que algumas amostras de PCA e de BPH segregam-se em pequenos grupos.   

Procurando invest igar possíveis eventos embebidos nas aná lises  

quantitat ivas,  buscamos avaliar  em mais detalhes a d istr ibuição dos valores  

de expressão para cada gene ou var iante.  

Primeiramente,  invest igamos o padrão de variação  de expressão de cada 

gene/variantes.  Observamos que há uma variação exponencia l nos va lores de 

fold -change,  mais marcantes para as variantes de splicing  do transcr ito  

codificado pelo gene WFDC1  do que para MYH11  (Figura 19A).  Na 

sequência,  procuramos invest igar os valores de expressão desviavam-se da 

curva de var iação exponencial obtida para cada um deles (F igura 19B-C) e 

notamos oscilações posit ivas ou negat ivas,  o que nos levou a perguntar se 

elas estariam assoc iadas ao  fato de serem oriundas de amostras de BPH ou 

PCA. A ident if icação das amostras mostrou certa segregação dos dois grandes 

grupos.   

Observamos que os va lores de expressão para WFDC1 variam 

harmonicamente ao redor da curva de regressão ,  com amostras de PCA e de 

BPH interca ladas entre s i, exceto para três pequenos subgrupos,  que se 

segregaram ( ind icados pela caixa verde,  na Figura 19A).  A intercalação entre 

amostras de PCA e de BPH foi mais marcante para Delta 3,  exceto para um 

grupo de amostras de PCA que ap resentaram os maio res va lores de expressão  

(ind icados pela ca ixa verde na Figura 19B).  Igualmente interca ladas f icaram 

as amostras de BPH e de PCA, com respe ito  à expressão de MYH11 ,  à exceção  

de dois pequenos grupos de BPH e de PCA com os maiores valo res de 

expressão (ca ixa verde na Figura  19C).   
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O que estes dados ind icaram foi que  havia distr ibuição exponencial dos  

valores de expressão  do WFDC1, Delta 3 e de MYH11 ,  e uma certa segregação  

das amostras quanto aos valores de expressão individual.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Curvas de regressão obtidas para  os va lores de fold-change de 

WFDC1, Delta 3 e MYH11  (A) e variações dos dados reais ao  redor delas 

para todas as amostras (B-D) .   

Concentrando -nos no fato de que WFDC1 e Delta 3  são  expressos pelo  

mesmo gene e nas segregações parcia is entre as amostras de PCA e BP H 

observadas até  o momento,  p rocuramos determinar  se haver ia relações  

quantitat ivas entre as duas var iantes.  Assim, procuramos verif icar a 

d istr ibuição das razões entre as expressões das duas var iantes para cada 

amostra,  eliminando  a dependência do conteúdo de célu las musculares lisas  

(e, po rtanto,  da expressão de MYH11)  em cada amostra utilizada.  As Figuras  
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20 e 21 apresentam a d istr ibuição de valores,  mostrando uma variação de 

quase mil vezes (três unidades na esca la logarítmica).  Além disto,  observamos 

uma nít ida segregação das amostras de PCA e  de BPH, com uma oscilação 

harmônica com respeito à curva de regressão .  Ao serem analisadas as  

d iferenças entre os valores individuais  e aqueles ca lculados,  notamos a 

d istr ibuição discreta em subpopulações,  cujos valo res médios ind icavam 

proporções específicas entre WFDC1 e Delta 3 (Figura 1 8).  Assim,  

ident if icamos popu lações oscilantes ao redor das proporções 1:3,  1:1  e 10:1 ,  e 

extremos ind icando ausênc ia da var iante WFDC1 (1:25) ou da Delta 3 (50 :1).  
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Figura 20. Variação  dos va lores de fold-change obtidos para WFDC1 (A), 

Delta 3 (B) e MYH11 (C),  considerando as amostras de BPH (azuis)  e de 

PCA (vermelhas) .  
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Figura 21. Oscilação nos valores de fold-change obtidos para as variante 

Delta 3 (tendo como referência o a expressão de WFDC1) em amostras de 

BPH (azuis)  e PCA (vermelhas).  O gráfico mostra que amostras de BPH e de PCA 

apresentam distribuições discretas e intercaladas entre si, indicando não haver associação 

entre PCA ou BPH com a predominância na expressão das duas variantes de WFDC1. 

Observa-se a segregação das amostras de BPH e PCA.  

 

 

Figura 22. Distribuição de probabilidades cumulativas para os valores de 

fold-change  obtidos para Delta 3,  utilizando  a  expressão do WFDC1 como 

referencia.  As diferentes cores indicam diferentes segmentos da distr ibuição.  

Fica clara a existência de pequenos subgrupos virtualmente idênt icos (azu l,  

vinho, verde de vazado),  com relações quantitat ivas aproximadas ind icadas  

nas caixas.  Os va lores de fold-change  são os mesmos apresentados na Figura 

6 . 
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Figura 23. Distribuição de probabilidade cumulativa utilizando 1 -F(x). 

Dados iguais ao da Figura 6,  ana lisados da mesma maneira que na Figura 17 

(escala invert ida em Y e  sem esca la logarítmica.  Os dados parecem se 

d istr ibuir  em quatro classes princ ipais .  Na primeira,  há predomínio  de 

WFDC1 (preto).  Em duas delas,  parecem haver re lações aproximadas de 1:100 

e 1:40 (Delta 3:WFDC1).  No quarto grupo, constituido de apenas quatro 

amostras,  há grande predomínio de Delta 3.  
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6 . DISCUSSÃO 

 

 A glându la p rostática apresenta um importante papel na produção de 

componentes do líquido seminal e na regulação da eliminação da urina.  Sua 

embriogênese c lassicamente descr ita por McNeal (1981) relata que os botões  

p rostáticos vão  se desenvo lvendo , formando as regiões luminais e toda a 

o rganização epité lio-mesênquima que compõe o ó rgão a partir  de uma 

est imulação hormonal que experimenta um período de repouso do nasc imento  

até a puberdade, mas se mantém durante toda a vida dos homens.   

 A próstata cresce naturalmente à medida que seu desenvo lvimento  

u ltrapassa os 40 anos de vida e,  diante disso,  muitos questionamentos são  

fe itos a respe ito desse distúrb io de cresc imento,  pato logicamente c lass if icado 

como hiperplasia.  De acordo com Schauer e Rowley (Schauer and Rowle y,  

2011) parece exist ir uma “biologia da prioridade” que tenta exp licar  

evolutivamente a manutenção de um cic lo de eventos morfo fis iológicos que 

passa a ocorrer  na próstata a partir  do envelhec imento .  Tudo leva a crer que 

as cé lulas  apresentam uma programação genét ica que define a mult ip licação  

celular  nesse período de vida.  A embriogênese de mamíferos dentro de um 

ambiente,  a princíp io ,  completamente estéril,  segu indo um padrão específico  e 

s imétrico de divisão  celu lar,  e a d iferenciação regulada de tec idos e órgãos,  

mantêm a perspect iva inicia lmente organizada e contro lada de 

desenvolvimento biológico.  No entanto,  a homeostasia teoricamente 

p reservada por esse ambiente,  passa a ser  interrompida por diversos t ipos de  

ocorrênc ias externas,  lesões fí sicas e químicas,  nutric iona is e microbianas,  

induzindo necessar iamente uma biologia de reparo  contínua,  mesmo no  

envelhec imento.  Uma vez a lesão corrigida e o reparo finalizado, a biologia 

dos tecidos e órgãos retorna à sua  prioridade de diferenciação fu ncional,  uma 

vez que mesmo nos adu ltos,  a presença  de cé lulas-tronco ratif ica a 

d iferenc iação celu lar .  Entretanto,  no envelhecimento  ou  senescência,  os  

p rocessos inflamatórios caracterís t icos  do reparo tecidual mantêm-se 

crônicos,  favorecendo que outras doenças associadas à idade afetem a 

efic iênc ia da transição reparo-homeostase e diferenciação  (Campisi,  2011; 

Davalos et a l.,  2010; Madar et al. ,  2009; Schulz et al. ,  2003) , 
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 A inflamação gerada pelas lesões associadas à diferenc iação é uma 

resposta inata do o rganismo  (cuja caracterização  de eventos e recrutamento  

celular  var ia  de acordo com o grau de lesão e com a própria biologia do 

indivíduo ) tem proporcionado diversas hipóteses com relação à patogênese 

das doenças prostát ica s.  Kramer et al.  (Kramer et al. ,  2007) fizeram uma 

minuciosa revisão b ibliográfica,  conclu indo que há fortes indícios de que a 

Hiperp lasia Prostát ica Benigna (BPH) se ja uma doença inflamatória.   

 Diante disso,  criam-se alguns paradoxos: 1 ) as doenças relac ionadas à 

p róstata são  geradas em função  de uma programação  genét ica da prioridade  

(Schauer and Rowley, 2011)  que,  na tentat iva de retorno à homeostase e à 

d iferenc iação após lesões,  determina os efeitos inflamatórios,  ou 2) as  

doenças  p rostáticas  são apenas geradas por uma resposta imuno lógica  

(Kramer et  a l. ,  2007 ; Palapattu et al. ,  2005) ,  ou 3) a próstata é um órgão que 

b iologicamente ter ia “prazo de validade” (principalmente ao se  analisar  as  

baixíssimas expectat ivas de vida da hu manidade no  passado)  (Ressler  and 

Rowley, 2011) ou 4) se as doenças prostáticas são uma associação entre um 

legado genético e  o meio ambiente (exposição aos agro tóxicos,  tabagismo, 

etilismo, parasitas,  etc.)  e,  portanto,  sua etiopatogenia é a leató ria  (Alhasan et  

al. ,  2008; Bingle and Vyakarnam, 2008; Farnsworth, 1999 ; Schu lz et al. ,  

2003; Thomson et a l. ,  2008).  Sabe-se,  de fato ,  que as a lterações prostát icas  

ocorrem a partir da quarta década de vida nos homens  (Alcaraz et al. ,  2009; 

Schauer and Rowle y, 2011; Xia et a l. ,  2012; Yap and Emberton,  2010) . 

Independente da origem,  faz- se necessár io atentar  para o que a biologia do 

ó rgão pode revelar.  Possivelmente,  a sinergia de fatores genét icos ou 

evolutivos,  hormonais,  andropausa ou alimentação, está  associada às  

mudanças da morfo fis io logia da próstata que ocorrem gradativamente com o 

envelhec imento (Campisi,  2011; Madar et al. ,  2009) . 

 A p resente tese objet ivou explorar um aspecto particular da biologia 

p rostática.  O a lvo do estudo foi centrado na expressão do gene WFDC1  pelas  

células muscu lares lisas  (CML), com distinção  entre suas duas variantes de 

splicing  WFDC1 e Delta 3.   

 Além de ser  responsável pe la contractilidade da glândula,  pela 

regu lação parácrina entre o ep ité lio prostático  e  o es troma e pe la remodelação 

da matriz extracelu lar  (Vilamaior et a l. ,  2000),  as célu las muscu lares lisas são  
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responsáveis pela secreção de diversas proteínas e polipeptídeos importantes  

para o controle do  cresc imento celular ,  para o  reparo,  angiogênese e 

remodelação prostática (Cunha et al. ,  2004; Thomson et al. ,  2002).  Tudo leva 

a crer  que as CML apresentam fenótipos diferentes med iante a at ividade 

exerc ida (Antonioli et a l. ,  2007; Antonioli et al. ,  2004)  No entanto,  não se 

pode ainda caracter izar com certeza se a diferenciação e de sdiferenciação das  

CML apresentam uma coordenação  específica e bem orquestrada,  que possa 

resultar na compreensão do comportamento  patológico da próstata.  Wong e 

Tam (2002) desenvo lveram um modelo animal de carcinogênese prostát ica 

que usava uma combinação de testosterona e estrógeno. Eles concluíram que 

durante o processo de carcinogênese da glândula,  mudanças ocorrem nos 

perfis das proteínas de secreção, expressão de fato res de cresc imento  e 

expressão de oncogenes e genes de supressão tumoral.  Afirmaram que essas  

mudanças estão associadas à desd iferenc iação das CML. 

 Tuxhorn et al.  (Tuxhorn et al. ,  2001; Tuxhorn et al. ,  2002) afirmam que 

essa mudança fenotípica característ ica do  estroma prostático estar ia 

relacionada à Hiperp lasia  Prostát ica Benigna (BPH) e denominaram de 

estroma reativo,  bastante retratado em diversas publicações  (McAlhany e t al. ,  

2003; Ressler and Rowley, 2011; Untergasser et a l. ,  2005) .  Contudo , parece 

óbvio perceber que a reat ividade estromal está  d iretamente ligada aos  

p rocessos inflamatórios característ icos da BPH e que não necessariamente 

apresentam alguma importânc ia aparentemente causal da doença,  e s im uma 

imensa contr ibuição morfológica.  

 As CML expressam uma proteína estromal,  a ps20 , que possive lmente 

controla a proliferação ce lu lar  e está envolvida na manutenção  da s inalização 

epitélio-estroma, com a angiogênese e com a secreção  de diversos fatores de 

crescimento.  O gene WFDC1 fo i ident ificado  como possível supressor 

tumoral,  uma vez que sua expressão é reduzida nas  próstatas com PCA. Além 

d isso,  o  gene apresenta baixa regulação no  câncer de próstata e essa 

observação fo i a primeira ind icação de que o  microambiente estromal do 

tumor era diferente do estroma normal,  corroborando a importância  da ps20 

nos estudos sobre a patologia da próstata (Ressler and Rowley, 2011) .   

Watso n et al.  (Watson et a l. ,  2004)  estudaram algu ns polimorfismos 

genét icos  que pudessem ter  correlação com o câncer p rostático,  no entanto ,  
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comprovaram que as mutações conhecidas no gene  WFDC1  não tem 

associação com o câncer.  

O presente estudo é original,  no sent ido de se fazer uma investigação  

do padrão de expressão do gene WFDC1 em amostras de tec ido humano  

o riundas de casos de BPH e de PCA, buscando estabe lecer correlações  

quantitat ivas entre as var iantes WFDC1 e Delta 3.   

 Muitos trabalhos atua is estão revelando a importância de se conhecer o  

papel do  estroma prostático na  prostatite  crônica,  processo  inflamató rio que 

apresenta cé lulas mononucleares especí ficas,  mediadores qu ímicos especí ficos  

como as interleucinas 8,  12 e 23,  diversos fatores imu nológicos envo lvidos e 

fatores de cresc imento regu lados por hormônios (Fibbi et al. ,  2010). 

 Nossas amostras foram obtidas a partir de cirurgias utilizadas no  

tratamento de BPH e PCA. O padrão de idades dos doadores difere daquele 

ident if icado em necropsias (Bostwick et  al. ,  1992) .  A possível explicação 

para esta diferença res ide no fato de que as primeiras foram diagnost icas  a 

partir de sintomas urinários ou parâmetros c línicos,  enquanto as outras foram 

ident if icadas em tecido prostático ,  mas não estavam necessariamente 

associadas a  manifestações da doença.  Em outras palavras,  a detecção da 

doença depende da manifestação de sintomas e estes demoram mais para 

serem notados nos casos de hiperplasia.  Outra exp licação possível é que a 

cirurgia tenha  s ido protelada nos casos de BPH, em função de tentativas de 

tratamento medicamentoso.   

 Embora tenha s ido reportada uma relação exponencia l entre os valores  

de expressão de WFDC1 e o percentual de células musculares lisas nas  

amostras (Watson et al. ,  2004),  nossos dados não  ident ificaram correlação 

entre a expressão de WFDC1 (ou Delta 3) com MYH11  em amostras de PCA.  

Esta correlação só fo i estabe lecida nas amostras  de BPH,  particu larmente 

quando a subpopulação com baixa expressão de MYH11  foi excluída.  Por 

outro lado , as aná lises também demonstram que são  encontradas amostras com 

expressão e levada de WFDC1 e/ou de Delta 3 ,  quando a expressão de MYH11  

foi muito baixa.  Este resu ltado pode reve lar  que a expressão de WFDC1 

ocorre de forma independente da expressão de MYH11 ,  indicando  que a 

desdiferenc iação das  célu las musculares lisas não  tem impacto na  expressão  

do gene WFDC1 (ao contrar io do que se espera para os marcadores de células  
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musculares lisas,  como actina de múscu lo liso ou MYH11 ).  Por outro lado,  a 

estes resu ltados podem ser explicados pelo fato de que o gene WFDC1 é 

expresso por ou tros tipos celulares.  A demonstração de que a WFDC1 pode 

ser expressa tanto por célu las ep itelia is nos PCA avançados (McAlhany et al. ,  

2004) e em determinadas popu lações de linfócitos CD4 (Alvarez et al. ,  2008; 

Alvarez et al. ,  2011) , podem estar  assoc iadas a este novo padrão de 

expressão.  

 Ainda na busca de padrões gera is de expressão  das var iantes WFDC1 e 

Delta 3,  identif icamos que a segunda mostra correlação com os valores de 

Gleason somados.  Este parâmetro pode estar  associado tanto com a 

modificação fenotípica das cé lulas musculares lisas,  comumente observadas  

na progressão do câncer de próstata,  à expressão pelas cé lulas  tumorais,  ou,  

ainda,  pela presença de linfócitos CD4 recrutados para o tecido.   

 Um a observação relevante oriu nda das presentes aná lises foi a de que 

as amostras de PCA e BPH formam subgrupos que por sua vez se intercalam 

entre si.  Isto  foi ident ificado  tanto na fo rmação de clusters,  quanto na MST. 

Sem a ident ificação de parâmetros adicionais,  com predominância ce lu lar  ou 

aspecto  inflamatório,  ou existência de polimorfismos,  torna-se praticamente 

impossível estabe lecer fatores determinantes para estes padrões.   

 Por outro lado, os resultados também reve laram que no conjunto ,  as  

amostras apresentam um padrão oscilatório ao  redor das curvas de regressão.  

Este padrão foi reforçado quando fo i analisada a razão entre os valores de 

expressão da variante WFDC1 e Delta 3,  que preservaram igualmente  o 

agrupamento de amostras de BPH e de PCA, variando  em proporções de quase 

1000 vezes.  

A interpretação lógica e mais imed iata para este padrão  é que existem 

fatores determinantes da proporção entre as variantes de splicing  que se 

manifestam nas populações,  resultando  em oscilações ao redor dos valores  

1 :3,  1:1 e 10:1 ,  mas com extremos em 1:25  e 50:1.  Estes dois últ imos devem 

indicar a preponderância de uma var iante ou da outra.   

 Determinações das relações quant itat ivas entre var iantes de splicing  são 

infrequentes.  Num trabalho  recente ut ilizando pirosequenciamento ,  foram 

determinadas as p roporções entre as formas GsL+CAG, GsL-CAG,  

GsS+CAG e GsS-CAG da subunidade alfa das proteínas G heterotrimér icas  
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(Frey et al. ,  2005), com duas formas variáveis GsS+CAG (0,32 a 0,57 do 

total)  e GsL-CAG (0 ,14 a 0,41 do total)  (ou seja 1:1 ,8 a 1:7,1 )  (e as demais  

relat ivamente constantes)  em diferentes cé lulas e tec idos,  que se tratam de 

fa ixas  bem mais estre itas que aquelas reportadas aqu i para a WFDC1 e Delta 

3 .  Em outras abordagens,  há referências apenas quanto à abundância maior ou 

menor de uma ou  outra variante.   

 Embora os parâmetros quantitat ivos aqui apresentados sejam 

suficientemente sólidos para ditar aspectos da regulação da expressão do gene 

WFDC1 ,  análises ad iciona is serão necessár ias para buscar os fatores  

responsáveis pela regulação da sua expressão nas cé lulas muscu lares lisas ,  

pela adoção da expressão pelas cé lulas  tumorais  e pe la variação na expressão  

de WFDC1  em linfócitos CD4, todos com contribu ição  p rovável para a 

determinação do  conteúdo  final de WFDC1 e Delta 3 na próstata humana.  
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7 . CONCLUSÕES 

 

 1 . As variantes de sp licing  WFDC1 e Delta 3 do gene WFDC1  podem 

ser quantif icadas por RT-PCR, utilizando conjunto de primers / sondas 

especí ficos.  

 2 .  A expressão das variantes WFDC1 e Delta 3  são independentes entre 

s i.  Fo i ident if icada correlação  entre a variante WFDC1 e MYH11 (utilizado 

como marcador de célu las muscu lares lisas)  nas  amostras de BPH, mas não  

nas  amostras de PCA. A var iante Delta 3  expressa-se de fo rma independente 

de MYH11.  

 3 .  Existe correlação positiva entre Delta 3 e a progressão do câncer de 

p róstata,  ident if icado pela somatória dos dois graus de Gleason 

p redominantes.  

 4 .  As amostras de BPH e de PCA apresentam comportamento oscilante 

nos valores de expressão da var iante WFDC1 e,  mais evidentemente,  da razão  

entre WFDC1 e Delta 3 .  

 5 . BPH e PCA apresentam d istr ibuições discretas e interca ladas entre 

s i,  na d istr ibuição dos valores  de expressão das var iantes WFDC1, Delta 3 e 

da razão entre WFDC1 e Delta 3 .  

 6 .  Existem subpopulações que inc luem tanto amostras de BP H quanto  

de PCA que apresentam va lores  d iscretos da razão  WFDC1 e Delta 3 

centrados em 1 :3, 1:1 e 10:1, mas com extremos em 1:25 e 50:1.  
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ANEXO 1 

 

Dados clínicos relacionados às  amostras de P CA e BPH. NI= não informado.  

Biópsias de 

PCA 
Idade 

PSA-

Pre 
Gleason_1 Gleason_2 

Gleason 

total 

Estadio 

clinico 

volume 

prostático 

 1 56 5 3 4 7 T1c 35 

 9 60 2.4 5 4 9 T2c 30 

 17 48 3.8 3 3 6 T2b 35 

 18 63 21.9 4 4 8 T3a 50 

 19 74 8.1 4 4 8 T2b 60 

 20 65 2.9 4 4 8 T3a 60 

 21 71 3.5 4 3 7 T1c 40 

 22 61 8.5 3 4 7 T2a 40 

 23 51 2.8 3 4 7 T1c 40 

 24 75 5.46 4 4 8 T1c 40 

 28 NI NI NI NI NI NI NI 

 29 NI NI NI NI NI NI NI 

 31 62 12 3 4 7 T3a 40 

 33 65 NI NI NI 7 T1c 80 

 34 70 2.3 3 4 7 T2c 50 

 36 61 5.3 NI NI 6 NI NI 

 37 44 4.8 3 4 7 T2a 25 

 41 48 9.2 4 4 8 T1c 30 

 45 58 19 4 4 8 T1c 40 

 47 65 9 3 4 7 T2a 40 

 50 52 6.6 4 3 7 T1c 40 

 51 67 2.6 4 4 8 T2a 35 

 54 62 8.2 4 3 7 T2b 30 

 56 66 9.3 4 4 8 T2b 45 

 59 77 5.7 4 4 8 T1c 40 

 60 56 2.7 3 3 6 T2c 30 

 64 74 4.9 3 4 7 T1c 40 

 65 57 5.7 3 3 6 T1c 90 

 69 NI NI NI NI NI NI NI 

 73 58 5.6 4 3 7 T1c 40 

 74 56 5.2 3 3 6 T2a 50 

 79 NI NI NI NI NI NI NI 
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Biópsias 

de BPH 
Idade Resultado do Anatomo-patológico 

83 82 HIPERPLASIA NODULAR DA PRÓSTATA ASSOCIADA 

84 77 HIPERPLASIA NODULAR DA PRÓSTATA 

85 60 HIPERPLASIA PROSTÁTICA BENIGNA 

87 74 
HIPERPLASIA PROSTÁTICA M IOADENOM ATOSA BENIGNA, COM 

PREDOM ÍNIO DO COM PONENTE ESTROM AL. 

88 85 
HIPERPLASIA NODULAR PROSTÁTICA. - HEM ANGIOM A (ACHADO 

M ICROSCÓPICO) 

89 74 AP: HPB 

90 58 
HIPERPLASIA NODULAR DA PRÓSTATA COM  IMPORTANTE 

COM PONENTE ESTROM AL 

91 63 HIPERPLASIA NODULAR DA PRÓSTATA 

92 74 
Sem AP pós RTU em 2010:ATROFIA ACINAR PROSTÁTICA 

M ULTIFOCAL 

94 61 HIPERPLASIA NODULAR PROSTÁTICA 

96 78 HIPERPLASIA NODULAR PROSTÁTICA 

98 76 HIPERPLASIA NODULAR PROSTÁTICA 

100 49 HIPERPLASIA NODULAR DE PRÓSTATA 

101 55 HIPERPLASIA NODULAR PROSTÁTICO BENIGNA 

102 79 HIPERPLASIA NODULAR DA PRÓSTATA 

103 78 HIPERPLASIA NODULAR PROSTÁTICA 

104 71 HIPERPLASIA PROSTÁTICA M IOADENOM ATOSA 

105 73 HIPERPLASIA ADENOM IOMATOSA 

106 81 HIPERPLASIA NODULAR DA PRÓSTATA 

108 71 sem retorno 
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ANEXO 2 

Valores de concentração e qualidade do RNA total extraído das amostras de  
PCA (amarelo) e BPH (verde). 

 

 

 

 

Biópsia ID C (ng/ µL) A260/ 280 A260/ 230 

1 2954 912 1,88 1,92 

9 2887 912 1,84 1,97 

17 2891 908 1,85 1,96 

18 2962 1014 1,84 1,85 

19 2942 1006 1,83 1,93 

20 2862 268 1,92 1,71 

21 2901 593 1,91 1,95 

22 2790 737 1,9 1,97 

23 2877 385 1,92 2,05 

24 2910 762 1,87 1,89 

28 2973 1862 1,90 1,77 

29 2945 707 1,89 1,61 

31 2775 822 1,84 1,75 

33 2802 1085 1,79 1,71 

34 2870 1022 1,79 1,74 

36 2968 1023 1,81 1,64 

37 2850 2155 1,72 1,65 

41 2909 859 1,82 1,81 

45 2783 156 1,93 1,76 

47 2777 814 1,87 1,88 

50 2878 3123 1,68 1,86 

51 2881 3042 1,71 1,87 

54 2955 2551 1,82 2,03 

56 2800 923 1,83 1,82 

59 2768 688 1,87 1,90 

60 2903 670 1,90 2,03 

64 2846 830 1,87 1,89 

65 2767 404 1,93 1,70 

69 2866 755 1,86 1,89 

73 2930 566 1,87 2,04 

74 2770 2427 1,82 1,80 

79 2908 1755 1,91 2,15 

83 99 1100 1,78 1,87 

84 100 250 1,93 1,92 

85 101 364 1,92 1,81 

87 103 936 1,8 1,61 

88 104 234 1,84 2,02 

89 108 634 1,89 2,1 

90 109 210 1,88 2,21 

91 110 965 1,79 1,77 

92 111 27 1,88 2,45 

94 115 159 1,9 2,15 

96 121 239 1,87 2,01 

98 129 148 1,91 2,22 

100 143 497 1,97 1,78 

101 135 235 1,94 2,1 

102 136 828 1,88 1,46 

103 137 170 1,89 2,19 

104 138 565 1,95 2,12 

105 140 197 1,88 2,08 

106 141 255 1,88 2,1 

108 146 404 1,91 1,69 
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ANEXO 3 

 

Valores de CT obtidos  para TB P,  WFDC1, Delta 3 e MYH11 para as amost ras  de 
PCA e BPH. ND = Não determinado.  
 
 

Biopsias 
PCA 

TBP WFDC1 Delta3 MYH11 
Biopsias 

BPH 
TBP WFDC1 Delta3 MYH11 

1 37.08 37.94 ND 30.84 83 32.83 33.62 34.40 30.54 

9 31.68 31.03 34.47 24.70 84 30.54 31.89 34.66 24.87 

17 26.65 28.65 32.39 21.20 85 32.97 33.49 36.47 26.67 

18 31.49 32.24 34.15 29.35 87 25.71 26.61 30.75 19.78 

19 30.44 30.25 33.61 24.81 88 35.94 32.06 36.37 26.26 

20 31.14 27.86 34.49 23.99 89 33.00 34.16 34.77 31.26 

21 26.80 28.02 33.18 20.84 90 37.09 33.91 41.49 31.73 

22 32.34 33.21 35.52 28.24 91 25.82 26.57 29.64 19.82 

23 30.12 25.18 33.18 22.78 92 35.63 32.98 39.89 27.19 

24 31.66 32.52 34.64 29.65 94 31.84 32.39 33.34 29.97 

28 30.45 27.47 36.09 30.47 96 32.03 33.01 34.51 30.29 

29 32.71 33.74 37.10 26.08 98 33.11 32.01 37.16 25.88 

31 29.30 25.40 33.00 22.89 100 25.92 28.42 29.70 19.42 

33 32.59 33.57 35.92 29.72 101 32.10 33.41 33.79 30.81 

34 34.00 31.20 38.11 30.65 102 32.31 28.40 35.38 25.22 

36 33.83 35.05 37.82 28.83 103 31.11 26.78 34.07 23.59 

37 32.61 32.05 35.56 25.60 104 33.05 34.58 33.70 29.00 

41 28.62 30.37 31.53 23.75 105 32.19 30.00 37.29 30.70 

45 32.92 33.77 36.06 30.29 106 35.62 33.11 37.98 26.85 

47 33.87 33.08 36.44 26.19 108 35.72 35.57 41.08 28.58 

50 32.17 31.53 36.93 27.12 

51 31.88 32.62 34.53 30.59 

54 31.72 30.93 34.71 25.11 

56 35.39 32.67 41.88 31.18 

59 34.01 33.35 36.94 25.99 

60 33.23 30.10 37.11 30.217 

64 33.24 32.42 35.65 25.59 

65 38.42 39.69 ND 30.99 

69 32.54 34.12 36.67 26.89 

73 33.58 33.39 37.47 26.27 

74 33.10 32.42 39.10 30.48 

79 37.08 37.94 ND 30.84 
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ANEXO 4 

 

MST obt ida a part i r  das d istâncias calculad as en t re cada amostr as a part i r  da corr elação  

cal cu lada com base n a expressão de MYH11 ,  WFDC1 e Del ta 3 .  Amostras de PCA são  

apresent adas em vermelho e as de BPH aparecem indicadas em azul .  Os diâmetros d os  

vért i ces correspondem aos valores d e P SA pré -operatóri o.  As amostras de BP H receberam 

u m val or arbi t rár i o 1.  
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ANEXO 5 
 

MST construída a part i r  da mat r iz d e d ist ânci as de correl ação calcu ladas en tre as  amostr as  

com base n a expressão de MYH11 ,  WFDC1 e Del ta 3.  Amostras BPH são indi cadas em 

azul .  As amostras  de  PCA são indicadas em difer ent es cores (br an co,  não informado;  

amarelo,  Gleason 6;  lar anja,  Gleason 7;  vermelho,  Gleason 8 ;  vinh o,  Gl eason 9) .  Os  

d iâmetros dos vért ices corr espondem aos val ores  de expressão da MYH11 .  

 

 

 

 

  


